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Dizertační práce se zabývá vlivem agonistů a antagonistů ghrelinového 
receptoru (GHS-R1a) na regulaci příjmu potravy. Ghrelin je doposud jediný známý 
periferní orexigenní hormon a jediný acylovaný hormon. Agonisté GHS-R1a by mohli 
být využiti k léčbě kachexie, antagonisté GHS-R1a by mohli sloužit k léčbě obezity. 
V první části dizertační práce byli charakterizováni nově navržení peptidoví 
agonisté GHS-R1a. Agonisté byli stabilizováni náhradou Ser
3
 s esterově vázaným 
oktanoylem za kyselinu diaminopropionovou, k níž je mastná kyselina vázána stabilní 
amidovou vazbou, a dále začleněním dalších nekódových aminokyselin. Analogy 
ghrelinu byly modifikovány záměnou oktanoylu za jiné mastné kyseliny, začleněním 
druhé mastné kyseliny či zkrácením peptidového řetězce. Většina agonistů GHS-R1a 




 nM) vázala k receptoru GHS-R1a, aktivovala 
signalizační dráhy ghrelinu a po podkožním (SC) podání myším signifikantně a 
dlouhodobě zvyšovala příjem potravy. 
Ve druhé části dizertační práce byly testovány akutní a dlouhodobé účinky 
pseudopeptidového agonisty GHS-R1a JMV1843. Jednorázové SC podání JMV1843 
sytým myším C57BL/6 vedlo k dávkově závislému zvýšení příjmu potravy (ED50 = 
1.94 mg/kg). Při inkubaci v krevním séru in vitro byl JMV1843 stabilní po dobu 24 hod. 
10-denní SC podávání JMV1843 štíhlým myším vedlo ke zvýšení příjmu potravy, 
tělesné hmotnosti a exprese orexigenních neuropeptidů v mediobazálním hypothalamu a 
snížení exprese termogenního uncoupling proteinu 1 v hnědé tukové tkáni. 
Ve třetí části práce byly testovány akutní a dlouhodobé účinky nepeptidových 
antagonistů GHS-R1a JMV3002 a JMV4208, sloučenin na bázi 1,2,4-triazolu. Jejich 
jednorázové SC podání hladovým štíhlým myším vedlo k dávkově závislému snížení 
příjmu potravy (ED50 = 2.05 a 5.25 mg/kg). Obě sloučeniny byly stabilní v myší krvi in 
vivo. 14-denní podávání myším s obezitou indukovanou vysokotukovou dietou (DIO) 
vedlo ke snížení příjmu potravy, tělesné hmotnosti (až o 15 %), hmotnosti tukové tkáně 
a exprese lipogenetických enzymů.  
 
Klíčová slova: 





The thesis is focused on the effect of ghrelin receptor (GHS-R1a) agonists and 
antagonist on food intake regulation. Ghrelin is the only known periferally produced 
orexigenic hormone and the only known acylated hormone. GHS-R1a agonists and 
antagonists could be useful in the treatment of cachexia and obesity, respectively. 
In the first part of the thesis, newly designed peptidic GHS-R1a agonists were 
characterized. The agonists were stabilized by replacing octanoylated Ser
3
 with a fatty 
acid coupled to diaminopropionic acid by a stable amide bond. Other noncoded amino 
acids were also incorporated. Ghrelin analogs were modified by replacing the octanoyl 
group with another fatty acid, incorporation of the second fatty acid or shortening the 
peptide chain. Most of the tested GHS-R1a agonists were found to possess high 




 nM) and to activate signaling pathways of 
ghrelin. After subcutaneous (SC) administration to mice, agonists showed significant 
and prolonged orexigenic effect. 
In the second part of the thesis, acute and long-term effects of pseudopeptide 
GHS-R1a agonist JMV1843 were tested in lean C57BL/6 mice. Acute SC 
administration of JMV1843 to fed mice increased food intake in a dose-dependent 
manner (ED50 = 1.94 mg/kg). JMV1843 was stable in blood serum in vitro for 24 h. 
10-day treatment with JMV1843 (SC administration) significantly increased food 
intake, body weight and mRNA expression of the orexigenic neuropeptides in the 
medial basal hypothalamus and decreased the expression of thermogenic uncoupling 
protein 1 in brown adipose tissue. 
In the third part of the thesis, acute and long-term effects of nonpeptide 
GHS-R1a antagonists JMV3002 and JMV4208, compounds based on 1,2,4-triazole 
structure, were tested. Their acute SC administration decreased food intake in fasted 
lean mice in a dose-dependent manner (ED50 = 5.25 and 2.05 mg/kg). Both compounds 
were stable in mouse blood in vivo. 14-day treatment with the ghrelin antagonists 
decreased food intake, body weight, adipose tissue mass and expression of the 
lipogenesis-promoting enzymes in mice with diet-induced obesity (DIO).  
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SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
ACACA acetyl-CoA karboxyláza 1 (acetyl-CoA carboxylase 1) 
ACTH adrenokortikotropní hormon (adrenocorticotropic hormone) 
ada adamantanacetyl 
AgRP  protein příbuzný signálnímu proteinu agouti (agouti-related protein) 
Aib kyselina α-aminoisomáselná (α-aminoisobutyric acid) 
AMP adenosinmonofosfát (adenosine monophosphate) 
AMPK proteinkináza aktivovaná AMP (AMP activated proteinkinase) 
α-MSH  hormon stimulující melanocyty (α-melanocyte-stimulating hormone) 
ANOVA analýza rozptylu (analysis of variance) 
AP area postrema 
ARC nucleus arcuatus 
AT tuková tkáň (adipose tissue) 
ATP adenosintrifosfát (adenosine triphosphate) 
AUC plocha pod křivkou (area under curve) 
Β2M β2-mikroglobulin (β2-microglobulin) 
BAT hnědá tuková tkáň (brown adipose tissue) 
BMI  index tělesné hmotnosti (body mass index) 
BPTI  hovězí pankreatický inhibitor trypsinu (bovine pancreatic trypsin 
inhibitor) 
bromooct bromooktanoyl   
BSA hovězí sérový albumin (bovine serum albumin) 
CaMKK   Ca
2+
/kalmodulin dependentní proteinkináza II (Ca
2+
/calmodulin 
dependent kinase kinase) 
cAMP  cyklický adenosinmonofosfát (cyclic adenosine monophosphate) 
CART transkript regulovaný kokainem a amfetaminem (cocaine- and 
amphetamine-regulated transcript) 
Cha cyklohexylalanin 
CHO-K buněčná linie z ovarií čínského křečka (Chinese hamster ovary) 
Cmax maximální koncentrace (maximum concentration) 
CNS centrální nervová soustava (central nervous system) 
CPT-1 karnitinpalmitoyl transferáza 1 (carnitine palmitoyltransferase 1) 
CRH hormon uvolňující kortikotropin (corticotropin-releasing hormone) 
Ct minimální počet cyklů, při němž fluorescence vzorku překročí prahovou 
hodnotu (treshold cycle) 
DAG 1,2-diacylglycerol (diacylglycerol) 
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dec dekanoyl 
decen decenoyl  
DIO  obezita indukovaná podáváním vysokotukové diety (diet-induced 
obesity) 
DMEM kultivační médium (Dulbecco´s Modified Eagle Medium) 
DMH  dorzomediální jádro hypothalamu (dorsomedial hypothalamic nucleus) 
DMX dorzální motorické jádro nervu vagu 
Dpr diaminopropionová kyselina (diaminopropionic acid) 
ELISA  enzymoimunochemické stanovení (enzyme-linked immunosorbent assay) 
FABP-4 protein vázající mastné kyseliny 4 (fatty acid binding protein 4) 
FASN syntáza mastných kyselin (fatty acid synthase) 
FBS fetální hovězí sérum (fetal bovine serum) 
FFA  volné mastné kyseliny (free fatty acids) 
Fmoc fluorenylmethyloxykarbonyl (fluorenylmethyloxycarbonyl) 
GABA kyselina γ-aminomáselná (gamma-aminobutyric acid) 
GAPDH glyceraldehyd-3-fosfát dehydrogenáza (glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase) 
GH  růstový hormon (growth hormone) 
GHRP  peptid uvolňující růstový hormon (growth hormone-releasing peptide) 
GHS syntetické peptidy stimulující sekreci růstového hormonu  
 (growth hormone secretagogues) 
GHRH somatoliberin (growth hormone-releasing hormone) 
GHS-R1a receptor pro ghrelin (growth hormone secretagogue receptor 1a) 
Glc glukóza (glucose) 
Gly glycin 
GLP peptid podobný glukagonu (glucagon-like peptide) 
GOAT ghrelin-O-acyl transferáza (ghrelin O-acyl transferase) 
HBSS Hanksův vyvážený solný roztok (Hanks´ Balanced Salt Solution) 
HEK-293T buněčná linie odvozená z lidských ebryonálních ledvinných buněk 
(human embryonal kidney) 
HEPES kyselina 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonová  
 (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) 
HF vysokotuková dieta (high fat) 
HPLC vysokoúčinná kapalinová chromatografie (high-performance liquid 
chromatoghraphy) 
HTRF homogenní časově rozlišená fluorescence (homogeneous time resolved 
fluorescence)  
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ICV intracerebroventrikulární, do mozkové komory (intra cerebri ventriculi) 
ID intradermální, do kůže (intra derma) 
IGF-1 inzulínu podobný růstový faktor 1 (insulin-like growth factor 1) 
IML intermediolaterální sloupec 
IL interleukin (interleukin) 
IP intraperitoneální, do břišní dutiny (intra peritoneum) 
IP1 inositolfosfát (inositol monophosphate) 
IP3 inositoltrifosfát (inositol trisphosphate) 
IV nitrožilní (intra venam) 
Kd  rovnovážná disociační konstanta radioligandu  
Ki rovnovážná disociační konstanta neznačeného ligandu 
KO vyřazený gen (knock-out) 
LC-MS kapalinová chromatografie spojená s hmotnostní spektrometrií (liquid 
chromatography – mass spetrometry) 
LH laterální hypothalamus (lateral hypothalamus) 
LLC karcinom plic Lewisové (Lewis lung carcinoma) 
LPL lipoproteinová lipáza (lipoprotein lipase) 
LPS lipopolysacharid (lipopolysaccharide) 
IPAT intraperitoneální tuková tkáň (intraperitoneal adipose tissue) 
MBH mediobazální hypothalamus (mediobasal hypothalamus) 
MHC-4 těžký řetězec myosinu 4 (myosin heavy chain 4) 
mRNA mediátorová RNA (messenger ribonucleic acid) 
MS hmotnostní spektrometrie (mass spectrometry) 




NPY neuropeptid Y (neuropeptide Y) 
NTS nucleus tractus solitarius 
oct oktanoyl 
palm palmitoyl 
PCR polymerázová řetězová reakce (polymerase chain reaction) 
PEG polyethylenglykol 300 (polyethylene glycol 300) 
PEI polyethylenimin (polyethylenimine) 
PEPCK  fosfoenolpyruvát karboxykináza (phosphoenolpyruvate carboxykinase) 





PKC proteinkináza C (proteinkinase C) 
PLC fosfolipáza C (phospholipase C) 
PO perorální (per os) 
POMC proopiomelanokortin (proopiomelanocortin) 
PRL prolaktin (prolactin) 
PVN paraventrikulární jádro hypothalamu (paraventricular nucleus) 
PYY peptid tyrosin-tyrosin (peptide tyrosine tyrosine) 
RIA radioimunochemické stanovení (radioimmunoassay) 
RNA ribonukleová kyselina (ribonucleic acid) 
rRNA ribozomální RNA 
RP-HPLC HPLC s obrácenými fázemi (reverse-phase HPLC) 
Sar sarkosin 
SC podkožní (sub cutem) 
SCAT podkožní tuková tkáň (subcutaneous adipose tissue) 
SCD-1 stearoyl-CoA desaturáza (stearoyl-CoA desaturase) 
SEM střední chyba průměru (standard error of mean) 
Ser serin 
SIRT1 sirtuin1 
SREBP  protein vázající sterolový regulační element (sterol regulatory element-
binding protein) 
T1/2 biologický poločas  
tBu tercbutylalanin 
TG triglyceridy 
Tmax čas, v němž je dosažena maximální koncentrace 
TNF-α faktor nádorové nekrózy α (tumor necrosis factor α) 
TRH hormon uvolňující thyrotropin (thyrotropin-releasing hormone) 
Tris tris(hydroxymethyl)aminomethan 
UCP rozpojovací protein (uncoupling protein) 
undecyn undecynoyl  





1.1.1 Objev ghrelinu  
Ghrelin je doposud jediný popsaný periferní orexigenní hormon. Byl objeven 
v roce 1999 Kojimou a spolupracovníky. Ghrelin byl izolován z potkaního žaludku a 
identifikován jako přirozený ligand tzv. sirotčího receptoru GHS-R1a (z angl. growth 
hormone secretagogue receptor 1a) specifického pro skupinu syntetických látek 
podporujících vylučování růstového hormonu (GH, z angl. growth hormone) 
z hypofýzy (GHS, z angl. growth hormone secretagogues) (Kojima et al. 1999; Kojima 
et al. 2001). 
1.1.2 Výskyt ghrelinu 
Ghrelin je sekretován zejména buňkami sliznice žaludku, přičemž jeho hladina 
roste bezprostředně před jídlem a klesá na minimum během hodiny po jídle. V menší 
míře je ghrelin produkován také dalšími tkáněmi, mimo jiné hypothalamickými 
neurony. Malá množství ghrelinu byla detekována také v hypofýze, střevech, pankreatu, 
ledvinách, placentě, varlatech a plicích (van der Lely et al. 2004; Depoortere 2009; 
Wisser et al. 2010; Nass et al. 2011; Scerif et al. 2011).  
1.1.3 Struktura ghrelinu 
Preproghrelin je tvořen 117 aminokyselinami. Po odštěpení signálního peptidu 
tvořeného 23 aminokyselinami vzniká segment tvořený 94 aminokyselinami, který je 
označován jako proghrelin. Jeho dalším štěpením pak vzniká ghrelin a C-terminální 
peptid C-ghrelin, z něhož se odštěpuje 23-aminokyselinový obestatin (Delporte 2013). 
 Ghrelin je peptid tvořený 28 aminokyselinami. Hydroxylová skupina 
serinového zbytku v pozici 3 je posttranslačně esterifikována n-oktanovou kyselinou. 
Tato modifikace, zprostředkovaná enzymem ghrelin-O-acyl transferázou (GOAT), je 
mezi hormony unikátní a je zásadní pro biologickou aktivitu ghrelinu (Kojima et al. 
1999; Yang et al. 2008). Na základě strukturně-aktivitních studií na buňkách 
se zvýšenou expresí receptoru pro ghrelin bylo prokázáno, že minimální aktivní 
sekvencí zachovávající většinu biologické aktivity kompletního řetězce ghrelinu je 
N-terminální tetrapeptid s n-oktanoylovou skupinou na serinu v pozici 3 (Bednarek et 
al. 2000; Matsumoto et al. 2001).  
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Struktura lidského, potkaního a myšího ghrelinu je znázorněna na obr. 1. Potkaní 
ghrelin se od lidského odlišuje pouze ve dvou aminokyselinách (namísto argininu 
v pozici 11 obsahuje lysin a místo valinu v pozici 12 alanin). Aminokyselinová 
sekvence potkaního a myšího ghrelinu je shodná (Kojima & Kangawa 2005). 
 
Obr. 1 Struktura lidského, potkaního a myšího ghrelinu. Upraveno podle zdroje 
(Kojima & Kangawa 2005). 
Vzhledem k labilitě esterové vazby je oktanoylováno jen 10-20 % celkového 
ghrelinu v krvi. Role neoktanoylované formy ghrelinu (tzv. des-acyl ghrelinu) je 
doposud nejasná (Depoortere 2009). Des-acyl ghrelin byl dlouhou dobu považován 
za pouhý produkt degradace acylovaného ghrelinu bez vlastní biologické aktivity, 
protože ve fyziologických koncentracích není schopen vázat a aktivovat ghrelinový 
receptor. V poslední době však přibývá publikací, podle nichž hraje des-acyl ghrelin roli 
v řadě fyziologických a patofyziologických situací a v závislosti na podmínkách může 
být agonistou či antagonistou ghrelinu nebo účinkovat nezávisle na ghrelinu. 
Z publikovaných účinků des-acyl ghrelinu lze jmenovat např. inhibici účinku ghrelinu 
u hlodavců a lidí, snižování množství tukové tkáně u hlodavců, zlepšení svalové 
regenerace u hlodavců nebo zlepšení citlivosti k inzulínu a snížení postprandiální 
glykémie u hlodavců a lidí (Delhanty et al. 2012, 2014). 
Mimo n-oktanoylovaného ghrelinu a des-acyl ghrelinu byly popsány ještě další 
formy ghrelinu, vznikající ze stejného prekurzoru (preproghrelinu): dekanoylovaný 
(C10:0) a decenoylovaný (C10:1) ghrelin (Hosoda et al. 2003). 
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1.1.4 Receptory pro ghrelin 
Receptor pro ghrelin (GHS-R1a) byl původně popsán jako sirotčí receptor 
specifický pro GHS (Howard et al. 1996). Později byl identifikován ghrelin jako 
přirozený ligand receptoru GHS-R1a a také jako endogenní mediátor uvolňování 
růstového hormonu (Kojima et al. 1999). GHS-R1a je jedinou formou ghrelinového 
receptoru schopnou vázat ghrelin, případně v suprafyziologické koncentraci des-acyl 
ghrelin. V největší míře se nachází v nucleu arcuatu (ARC) v hypothalamu, kde jeho 
interakce s ghrelinem vyvolává zvýšení chuti k jídlu, dále pak v somatotropních 
buňkách hypofýzy, kde interakce ghrelinu s receptorem stimuluje uvolňování růstového 
hormonu, a konečně v buňkách imunitního systému, kde receptor zprostředkovává 
regulaci imunitní odpovědi (Howard et al. 1996; Smith et al. 1997; Dixit et al. 2004; 
Hosomi et al. 2008). Receptor GHS-R1a vykazuje vysokou konstitutivní aktivitu, což 
může být zásadní pro udržování stimulace příjmu potravy i tehdy, pokud je ghrelin na 
bazální hladině (Chollet et al. 2009).  
Receptor GHS-R1b, který byl v minulosti pokládán za biologicky neaktivní, je 
dnes považován za modulátor signalizace receptoru GHS-R1a. Bylo zjištěno, že může 
s receptorem GHS-R1a tvořit heterodimer a snižovat tím jeho konstitutivní aktivitu 
(Leung et al. 2007; Chow et al. 2012; Delporte 2013). 
Předpokládá se, že des-acyl ghrelin účinkuje přes vlastní receptor, ten však 
dosud nebyl identifikován (Delporte 2013).  
1.1.5 Signalizace ghrelinu do buňky 
GHS-R1a je receptor se sedmi transmembránovými doménami spřažený 
s G-proteiny. Do vazby ke G-proteinu je zapojena třetí intracelulární smyčka receptoru 
GHS-R1a; tuto smyčku receptor GHS-R1b postrádá a nemůže tedy s G-proteiny 
interagovat. Bylo popsáno několik mechanismů, které receptor GHS-R1a využívá 
k přenosu signálu do buňky. Nejlépe charakterizovaná je dráha vedoucí k nárůstu 
hladiny intracelulárního kalcia, která využívá systém fosfolipázy C (PLC). Aktivace 
receptoru vazbou ghrelinu či jiného ligandu vede k aktivaci podjednotek G-proteinu a 
následné stimulaci produkce PLC. PLC štěpí membránový lipid fosfatidylinositol-4,5-
bisfosfát za vzniku druhých poslů inositoltrifosfátu (IP3) a diacylglycerolu (DAG). IP3 
zprostředkovává uvolnění Ca
2+
 iontů z endoplazmatického retikula a zvýšení hladiny 
intracelulárních Ca
2+
 iontů. DAG aktivuje proteinkinázu C (PKC), což vede k inhibici 
draslíkových kanálů, depolarizaci buněčné membrány, otevření napěťově řízených 
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kalciových kanálů a pronikání extracelulárního kalcia do buňky (Kojima & Kangawa 
2005; Delporte 2013; Yin et al. 2014). Popsaný mechanismus je znázorněn na obr. 2. 
 
Obr. 2 Signalizace ghrelinu do buňky prostřednictvím dráhy fosfolipázy C vedoucí 
k nárůstu koncentrace intracelulárního kalcia. DAG: diacylglycerol; Ins(1,4,5)P3: 
inositoltrifosfát; PLC: fosfolipáza C; PKC: proteinkináza C; PtdIns(4,5)P2: 
fosfatidylinositol-4,5-bisfosfát; ROCC: receptorem řízený kalciový kanál; SOCC: 
ligandem řízený kalciový kanál; VOCC: napěťově řízený kalciový kanál. Upraveno 
podle zdroje (Cullen & Lockyer 2002). 
Byla také popsána alternativní dráha vedoucí ke zvýšení hladiny intracelulárního 
kalcia. Tato dráha využívá aktivace kalciových kanálů proteinkinázou A, což je enzym 
aktivovaný druhým poslem cAMP (Kohno et al. 2003). Některé studie ovšem tento 
mechanismus zpochybňují a uvádějí, že ghrelin, endogenní ligand GHS-R1a, nemá vliv 
na zvýšení hladiny cAMP (Yin et al. 2014). 
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Důležitou roli v signalizaci ghrelinu hraje také proteinkináza aktivovaná AMP 
(AMPK). Jak je zřejmé z názvu, stimulátorem aktivity AMPK je vysoký poměr 
AMP/ATP. AMPK je považována za hlavní metabolický senzor zajišťující udržení 
energetické homeostáze, podílí se na centrální regulaci příjmu potravy a výdeje energie 
a je zapojena do signalizačních drah spojujících periferie s hypothalamem, hlavním 
centrem regulace příjmu potravy v mozku. Výše popsané zvýšení hladiny 
intracelulárních Ca
2+
 iontů vede k aktivaci Ca
2+
/kalmodulin dependentní proteinkinázy 
II (CaMKK), která pak fosforyluje AMPK na Thr
172
 a tím ji aktivuje. Aktivovaná 
AMPK fosforyluje acetyl-CoA karboxylázu (ACACA), čímž inhibuje její funkci, 
snižuje hladinu malonyl-CoA a prostřednictvím karnitinpalmitoyl transferázy 1 (CPT-1) 
konečně vede ke zvýšení β-oxidace mastných kyselin. Vedlejším produktem zvýšené 
mitochondriální respirace je tvorba reaktivních forem kyslíku, následně se stimuluje 
aktivita uncoupling proteinu 2 (UCP-2) odstraňujícího tyto reaktivní formy kyslíku a 
tím dochází v hypothalamu ke stimulaci transkripce orexigenních peptidů 
neuropeptidu Y (NPY) a agouti-related proteinu (AgRP), o nichž jsou uvedeny další 
informace v oddíle 1.1.6.2.1 (Andersson et al. 2004; Woods et al. 2005; Hardie 2008; 
Delporte 2013).  
Ghrelin také v hypothalamu aktivuje sirtuin 1 (SIRT1), což je deacetyláza, která 
se aktivuje v odpovědi na kalorickou restrikci a účinkuje prostřednictvím tumor 
supresoru p53. Tato dráha je dalším možným mechanismem aktivace AMPK 
(Velásquez et al. 2011).  
Aktivace AMPK může kromě výše zmíněné stimulace mitochondriální respirace 
vést také k aktivaci nebo inhibici mTOR (cílová molekula pro účinek rapamycinu 
u savců, z angl. mammalian target of rapamycin), což je Ser/Thr kináza sloužící jako 
buněčný senzor změn energetické rovnováhy a také jako senzor růstových faktorů, živin 
a kyslíku. Je regulována poměrem AMP/ATP. V nucleu arcuatu v hypothalamu je 
mTOR působením AMPK aktivován, což pak prostřednictvím řady transkripčních 
faktorů vede k aktivaci orexigenních peptidů NPY a AgRP (Martins et al. 2012; 
Delporte 2013; Stevanovic et al. 2013). 
Mechanismy zapojené v signalizaci ghrelinu do buňky, které vedou ke zvýšení 
příjmu potravy, jsou znázorněny na obr. 3. 
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Obr. 3 Molekulární mechanismy zapojené do zvýšení příjmu potravy vlivem ghrelinu. 
ACC: acetyl-CoA karboxyláza; AGRP: agouti-related protein; AMPK: proteinkináza 
aktivovaná AMP; CaMKK2: Ca
2+
/kalmodulin dependentní proteinkináza 2; CB1: 
kanabinoidní receptor; CPT1: karnitinpalmitoyl transferáza 1; FAS: syntáza mastných 
kyselin; GHS-R1a: ghrelinový receptor; LCFA: mastná kyselina s dlouhým řetězcem; 
mTOR: cílová molekula pro účinek rapamycinu u savců; NPY: neuropeptid Y; ROS: 
reaktivní formy kyslíku; SIRT1: sirtuin 1; UCP2: uncoupling protein-2; BSX, CREB, 
FoxO1: transkripční faktory. Upraveno podle zdroje (Delporte 2013). 
1.1.6 Funkce ghrelinu v organismu 
Ghrelin ovlivňuje řadu významných fyziologických funkcí. K nejdříve známým 
účinkům ghrelinu patří již zmíněná stimulace sekrece růstového hormonu, sekrece 
prolaktinu a adrenokortikotropního hormonu, dále pak účast na regulaci příjmu potravy, 
vliv na motilitu žaludku, žaludeční sekreci, funkci slinivky břišní a na metabolismus 
glukózy a lipidů. Byly také popsány kardioprotektivní a protizánětlivé účinky ghrelinu a 
také jeho účinky na paměť, reprodukci, spánek a chování (Kojima & Kangawa 2005; 
Delporte 2013). Nejdůležitější fyziologické funkce ghrelinu jsou shrnuty na obr. 4. 
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Obr. 4 Hlavní fyziologické funkce ghrelinu. GH: růstový hormon; ACTH: 
adrenokortikotropní hormon; PRL: prolaktin. Upraveno podle zdroje (Delporte 2013).  
1.1.6.1 Sekrece růstového hormonu a dalších hormonů 
Bylo zjištěno, že ghrelin je účinným stimulátorem sekrece růstového hormonu 
v somatotropních buňkách hypofýzy (Date et al. 2000; Takaya et al. 2000). Také byl 
prokázán synergistický vztah mezi ghrelinem a somatoliberinem (GHRH, z angl. 
growth hormone-releasing hormone); společná aplikace obou peptidů v nízkých 
dávkách významně zvyšuje sekreci růstového hormonu (Arvat et al. 2001; Hataya et al. 
2001). Mutace ghrelinového receptoru vedoucí ke ztrátě jeho konstitutivní aktivity 
způsobují sníženou sekreci růstového hormonu a následné poruchy růstu (Pantel et al. 
2006). Potenciální terapeutické účinky analogů ghrelinu v léčbě deficience růstového 
hormonu jsou předmětem intenzivního zájmu (Delporte 2013).  
Zdá se, že také des-acyl ghrelin může ovlivňovat sekreci růstového hormonu, 
pravděpodobně prostřednictvím osy GH-IGF-1 (Ariyasu et al. 2005). 
Ghrelin, stejně jako některé syntetické GHS, také kromě sekrece růstového 
hormonu stimuluje v hypothalamu sekreci adrenokortikotropního hormonu, kortizolu a 
prolaktinu (van der Lely et al. 2004). 
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1.1.6.2 Zapojení ghrelinu v regulaci příjmu potravy 
1.1.6.2.1 Centrální regulace příjmu potravy 
Za hlavní oblasti centrální nervové soustavy (CNS) zodpovědné za regulaci 
příjmu potravy a energetické homeostáze jsou považovány hypothalamus a mozkový 
kmen. Tyto oblasti mozku přijímají a integrují periferní nervové a hormonální signály 
nesoucí informaci o aktuálním nutričním stavu a adipozitě (obr. 5) (Sam et al. 2012). 
 
Obr. 5 Integrace periferních metabolických signálů v hypothalamu a mozkovém 
kmeni. Nucleus arcuatus (ARC) v hypothalamu a nucleus tractus solitarius (NTS) 
v mozkovém kmeni přijímají informace o dostupnosti živin a stavu energetických zásob 
od periferních hormonů, buďto přímo z krevního oběhu, nebo prostřednictvím nervu 
vagu. Primární NPY/AgRP a POMC/CART neurony v ARC obsahují receptory pro tyto 
periferní hormony. Některé z hormonů působí i v NTS, DMX (dorzální motorické jádro 
nervu vagu) a IML (intermediolaterální sloupec). OEA: oleylethanolamid (anorexigenní 
lipidový mediátor); PYY: peptid tyrosin tyrosin. Upraveno podle zdroje (Broberger 
2005). 
22 
Nejdůležitějším hypothalamickým jádrem podílejícím se na regulaci příjmu 
potravy je nucleus arcuatus (ARC), nacházející se na spodině hypothalamu po obou 
stranách třetí mozkové komory. V ARC se nacházejí dvě populace neuronů s opačným 
účinkem na příjem potravy. Mediálně lokalizované orexigenní neurony (stimulující 
příjem potravy) exprimují NPY a AgRP, zatímco anorexigenní neurony (inhibující 
příjem potravy) lokalizované v laterální části ARC produkují štěpný produkt 
proopiomelanokortinu (POMC) - hormon stimulující melanocyty (α-MSH) - a transkript 
regulovaný kokainem a amfetaminem (CART). Na těchto primárních NPY/AgRP a 
POMC/CART neuronech se nacházejí receptory pro periferní hormony regulující příjem 
potravy; orexigenní hormony stimulují expresi NPY a AgRP, anorexigenní hormony 
naopak stimulují expresi POMC a CART. NPY/AgRP neurony mohou potlačovat 
aktivitu POMC/CART neuronů prostřednictvím inhibičního neurotransmiteru kyseliny 
γ-aminomáselné (GABA). ARC sousedí s oblastí hypothalamu označovanou eminentia 
medialis, kde je nekompletní a tedy částečně prostupná hematoencefalická bariéra, 
proto tudy cirkulující periferní hormony mohou procházet a přímo ovlivňovat neurony 
v ARC. Hormony produkované gastrointestinálním traktem poskytují ARC krátkodobý 
signál o dostupnosti živin, zatímco hormony jako inzulín, leptin a ghrelin poskytují 
dlouhodobější informaci o stavu energetických zásob. NPY/AgRP a POMC/CART 
neurony směřují do paraventrikulárního jádra hypothalamu (PVN) (obr. 6) (Cowley et 
al. 2003; Harrold et al. 2012; Sam et al. 2012; Keen-Rhinehart et al. 2013).  
K dalším oblastem podílejícím se na regulaci příjmu potravy se kromě ARC řadí 
paraventrikulární jádro hypothalamu (PVN), dorzomediální jádro hypothalamu (DMH), 
ventromediální hypothalamus (VMH) a laterální hypothalamus (LH). V těchto 
oblastech se rovněž nacházejí populace neuronů exprimujících NPY, AgRP nebo 
α-MSH (Keen-Rhinehart et al. 2013).  
Kromě zmíněných neuropeptidů jsou v hypothalamu produkovány také další 
peptidy regulující příjem potravy. K orexigenním patří např. hypokretiny, orexiny, 
galanin nebo cerebellin, k anorexigenním se řadí např. melanokortiny, neurotensin nebo 
nesfatin (Sobrino Crespo et al. 2014). 
Signály z gastrointestinálního traktu mohou být také prostřednictvím nervu vagu 
přenášeny do mozkového kmene, kde se nachází další jádro podílející se na příjmu 
potravy – nucleus tractus solitarius (NTS), z něhož jsou signály přenášeny dále do 




Obr. 6 Zapojení primárních neuronů v nucleu arcuatu do regulace příjmu potravy. 
Neurony exprimující NPY, AgRP a GABA směřují do PVN, kde jejich produkty, 
orexigenní neuropeptidy, prostřednictvím svých receptorů stimulují příjem potravy. 
α-MSH produkovaný POMC/CART neurony působí v PVN na receptor MC4R a příjem 
potravy naopak potlačuje. NPY se váže na receptory Y1 a Y5 a přímo stimuluje příjem 
potravy, AgRP antagonizuje receptor MC4R a brání tak anorexigennímu účinku 
α-MSH. Inhibiční signál GABA z NPY/AgRP neuronů může prostřednictvím receptorů 
GABAR blokovat aktivitu POMC/CART neuronů. Na primárních neuronech se 
nacházejí receptory pro řadu hormonů, např. receptor pro ghrelin (GHSR), leptin 
(ObR) a inzulín (INSR). Podle zdroje (Briggs & Andrews 2011). 
1.1.6.2.2 Periferní hormony podílející se na regulaci příjmu potravy 
1.1.6.2.2.1 Anorexigenní hormony 
Leptin je produkt genu ob, který potlačuje příjem potravy a reguluje výdej 
energie. Je sekretován zejména buňkami tukové tkáně. Produkce leptinu je stimulována 
inzulínem a krevní glukózou a inhibována aktivitou sympatiku, lipolytickými 
katecholaminy a volnými mastnými kyselinami (FFA). Hladiny cirkulujícího leptinu 
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pozitivně korelují s množstvím tukové tkáně v organismu (leptin signalizuje z tukové 
tkáně do mozku nadměrné hromadění energetických zásob), ale odráží také aktuální 
energetickou rovnováhu. Anorexigenní účinek leptinu je zprostředkován leptinovými 
receptory (Ob-R) na primárních neuronech v ARC; leptin inhibuje NPY/AgRP neurony 
a aktivuje POMC/CART neurony. Leptin také ovlivňuje sekreci neuropeptidů 
podílejících se na udržení energetické homeostáze (např. CHR, TRH) a stimuluje 
adrenergní systém, čímž zvyšuje výdej energie. Absence leptinu vede k hyperfagii, 
obezitě a neuroendokrinním poruchám. Jen malá část obézních však trpí deficiencí 
leptinu; většina obézních zvířat i lidí má zvýšené hladiny cirkulujícího leptinu, což 
svědčí o existenci rezistence k leptinu (Stanley et al. 2005; Sobrino Crespo et al. 2014). 
Inzulín, glukagon a pankreatický polypeptid jsou anorexigenní hormony 
produkované v pankreatu. Hladiny plazmatického inzulínu, nejdůležitějšího regulátoru 
glukózové homeostáze, závisí na periferní inzulínové senzitivitě, která koreluje 
s množstvím a distribucí tuku v organismu (zejména se jedná o množství viscerálního 
tuku). Na rozdíl od leptinu však sekrece inzulínu prudce roste po jídle, v souvislosti 
s nárůstem hladiny krevní glukózy. Receptory pro inzulín jsou ve velké míře 
exprimovány na primárních neuronech v ARC; inzulín podobně jako leptin stimuluje 
POMC/CART neurony (Wynne et al. 2005b; Wisser et al. 2010). 
Anorexigenní hormony produkované v gastrointestinálním traktu slouží většinou 
jako krátkodobé signály regulující příjem potravy. Řadí se mezi ně např. PYY, GLP-1, 
cholecystokinin, oxyntomodulin, bombesin nebo obestatin (Sobrino Crespo et al. 2014). 
1.1.6.2.2.2 Ghrelin – jediný periferní orexigenní hormon 
Ghrelin je, jak již bylo zmíněno, dosud jediným známým periferním 
orexigenním hormonem. Centrální i periferní podání ghrelinu hlodavcům stimuluje 
příjem potravy a redukuje energetický výdej; výsledná pozitivní energetická bilance 
vede k akumulaci tukové tkáně a k nárůstu tělesné hmotnosti. Stejně tak u lidí vede 
intravenózní (IV) podání ghrelinu ke stimulaci příjmu potravy (Tschöp et al. 2000; 
Kamegai et al. 2001; Nakazato et al. 2001; Shintani et al. 2001; Wren et al. 2001a; 
Wren et al. 2001b). Sekrece ghrelinu je pulzatilní; plazmatická hladina ghrelinu roste 
během hladovění a před jídlem, zatímco po jídle prudce klesá. Lze tedy předpokládat, 
že ghrelin slouží jako signál pro zahájení příjmu potravy (Cummings et al. 2001; 
Tschöp et al. 2001a). Hladiny ghrelinu jsou nepřímo úměrné indexu tělesné hmotnosti 
(BMI); jsou chronicky zvýšeny v souvislosti se snížením hmotnosti (např. při anorexii 
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nebo dietním omezení) a chronicky sníženy u obézních osob, případně po bariatrických 
zákrocích, což naznačuje, že ghrelin působí také jako signál informující o dlouhodobé 
energetické bilanci (Cummings et al. 2002b; Shiiya et al. 2002). U obézních osob není 
pozorován postprandiální pokles hladiny ghrelinu, což pravděpodobně vede k dalšímu 
zvyšování energetického příjmu (English et al. 2002). Účinkem chronického centrálního 
podávání ghrelinu dochází u myší ke zvýšení utilizace glukózy v bílé i hnědé tukové 
tkáni a ke zvýšení hladiny metabolických parametrů podněcujících ukládání tuku 
v bílých adipocytech; naopak se snižuje exprese mitochondriálních uncoupling proteinů 
spjatých s termogenezí v hnědých adipocytech (Tsubone et al. 2005). 
 Ghrelin aktivuje NPY/AgRP neurony a inhibuje POMC/CART neurony v ARC, 
je tedy funkčním antagonistou leptinu (obr. 7). Ghrelin je v malé míře produkován 
centrálně, a to skupinou neuronů sousedící s třetí mozkovou komorou, mezi DMH, 
VMH, PVN a ARC (Cowley et al. 2003). Periferně produkovaný ghrelin může do 
mozku procházet buďto přes hematoencefalickou bariéru, nebo prostřednictvím 
aferentních drah nervu vagu (Banks et al. 2002; Date et al. 2002). 
 
Obr. 7 Ghrelin a leptin působí v regulaci příjmu potravy jako funkční antagonisté. 
Množství leptinu produkované tukovou tkání koreluje s množstvím tuku; aktivace 
anorexigenní dráhy leptinem působí jako zpětnovazebná smyčka k udržení konstantních 
tukových zásob. Ghrelin naopak aktivuje orexigenní dráhu a směřuje metabolismus 
k anabolickému stavu a růstu. Upraveno podle zdroje (Inui 2001).  
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1.1.7 Analogy ghrelinu a jejich potenciální využití 
Ligandy receptorů lze podle jejich účinku na receptor rozdělit na agonisty, 
neutrální antagonisty a inverzní agonisty. Agonista je ligand, který po vazbě na receptor 
zvýší jeho aktivitu. Plný agonista aktivuje všechny receptory a vyvolá tedy maximální 
biologickou odpověď, částečný agonista vyvolá pouze částečnou odpověď.  
Inverzní agonista zcela potlačuje konstitutivní aktivitu receptoru (tedy schopnost 
receptoru signalizovat do buňky bez ohledu na přítomnost ligandu), redukuje aktivní 
formy receptoru a potlačuje biologickou odpověď, ať už jde o odpověď vyvolanou 
působením agonisty, nebo signalizací receptoru nezávislou na ligandu. 
Antagonista potlačuje účinek agonisty. Kompetitivní antagonista se váže na 
stejné vazebné místo jako agonista, případně na vazebné místo překrývající se 
s vazebným místem agonisty, čímž brání jeho vazbě na receptor. Nekompetitivní 
antagonista se váže na jiné vazebné místo než agonista a potlačuje odpověď současně 
navázaného agonisty. Neutrální antagonista neovlivňuje konstitutivní aktivitu receptoru 
(Chollet et al. 2009).  
Klasifikace ligandů je znázorněna na obr. 8. 
 
Obr. 8 Klasifikace ligandů v konstitutivně aktivním systému podle vlivu na aktivitu 
receptoru. Upraveno podle zdroje (Chollet et al. 2009). 
Terapeutické aplikace ghrelinu a jeho analogů jakožto regulátorů energetické 
homeostáze jsou v současnosti předmětem intenzivního výzkumu. Tyto aplikace 
zahrnují jak využití agonistů ghrelinu k léčbě kachexie, anorexie a poruch sekrece 
růstového hormonu, tak i potenciální využití antagonistů ghrelinu k léčbě obezity a s ní 
souvisejících zdravotních komplikací. 
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1.2 Ghrelin a další agonisté GHS-R1a pro léčbu kachexie 
1.2.1 Kachexie 
Kachexie je stav charakterizovaný fyzickým chřadnutím, ztrátou hmotnosti a 
svalové, případně i tukové hmoty, který je následkem nerovnováhy mezi katabolickými 
a anabolickými procesy a vyskytuje se u pacientů s pokročilým nádorovým, případně 
chronickým progresivním onemocněním. Při těchto onemocněních je častá koexistence 
kachexie a anorexie, což vede k malnutrici u 20 % pacientů s městnavým srdečním 
selháním, 20 % pacientů s chronickou obstrukční plicní nemocí, 40 % pacientů 
s chronickým selháním ledvin a 30 % onkologických pacientů; v případě nádorů 
gastrointestinálního traktu se jedná až o 85 % pacientů (Tisdale 2002; Evans et al. 2008; 
Ashitani et al. 2009).  
Z evolučního hlediska je důvod vzniku kachexie zřejmý. Krátkodobé nemoci 
byly v minulosti závažnějším evolučním tlakem, než jsou dnes moderní chronické 
choroby objevující se zejména v pozdějším věku. Během krátkodobého onemocnění 
(infekce, zranění) bylo výhodnější, aby byla chuť k jídlu utlumena a riskantní hledání 
potravy odloženo na dobu po uzdravení. Kachexie je tedy reliktem evolučního 
mechanismu, který v současné době již nemá význam (Grossberg et al. 2010). 
Mezi diagnostická kritéria kachexie patří nepřiměřená imunitní aktivace vedoucí 
k chronickému zánětu. Nárůst hladin cirkulujících prozánětlivých cytokinů TNF-α, 
IL-1, IL-2, IL-6 a IL-8 stimuluje centrální melanokortinový systém v hypothalamu, což 
vede k anorexii, zvýšení výdeje energie a svalové atrofii (obr. 9); zánět je 
pravděpodobně nejběžnější příčinou kachexie (Morley et al. 2006; Ashitani et al. 2009). 
IL-6 a TNF-α mají také lipolytický efekt, inhibují diferenciaci adipocytů a zvyšují jejich 
apoptózu (Langhans 2002). 
U kachektických pacientů je často pozorován nárůst aktivity sympatického 
nervového systému, což spolu s nárůstem hladiny plazmatických katecholaminů 
přispívá k systémovému hypermetabolismu následovanému malnutricí a zvýšením 
energetického výdeje (Nagaya et al. 2001a; Nagaya et al. 2004; Nagaya et al. 2005). 
Katecholaminy snižují hladiny enzymů podporujících ukládání tuků v adipocytech a 
zvyšují expresi mitochondriálních proteinů UCP-1 a UCP-3 spojených s termogenezí, 
což vede ke zvýšení lipolýzy (Theander-Carrillo et al. 2006). Nárůst aktivity sympatiku 
dále podporuje zánětlivé procesy (Ashitani et al. 2009). 
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Obr. 9 Model vzniku kachexie. Produkce zánětlivých cytokinů stimuluje centrální 
melanokortinový systém v hypothalamu, např. prostřednictvím receptoru pro IL-1 
na POMC neuronech. To vede k anorexii a zvýšení výdeje energie. Upraveno podle 
zdroje (DeBoer & Marks 2006). 
Kachexie je obvykle spojena se zhoršením prognózy původní choroby a přispívá 
významným způsobem ke značnému podílu úmrtí na zmíněná onemocnění. Odstranění 
kachexie by snížilo náklady na léčbu a zlepšilo kvalitu života onkologických a 
chronicky nemocných pacientů (Ashitani et al. 2009; DeBoer 2011). Možnosti efektivní 
léčby kachexie jsou však zatím omezené; zahrnují například použití anabolických 
steroidů, látek stimulujících chuť k jídlu nebo modulátorů cytokinů (Glass & Roubenoff 
2010; Akamizu & Kangawa 2011; Guillory et al. 2013).  
1.2.1.1 Zvířecí modely kachexie a anorexie 
Mezi běžně používané zvířecí modely kachexie patří kachexie vyvolaná 
zánětem, nádorovým onemocněním, chronickým onemocněním ledvin nebo 
chronickým srdečním selháním (Deboer 2009). 
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Vyvolání akutního zánětu slouží jako krátkodobý model anorexie či kachexie. 
Jednorázová injekce bakteriálního endotoxinu lipopolysacharidu (LPS) nebo 
specifických zánětlivých cytokinů (např. TNF-α nebo IL-1β) způsobí významné snížení 
příjmu potravy a zvýšení klidového výdeje energie. Opakované podávání nicméně vede 
ke vzniku tolerance vůči zánětlivému stimulu, což snižuje relevanci modelu (O'Reilly et 
al. 1988; Plata-Salamán et al. 1988; Huang et al. 1999). 
K vytvoření modelu nádorové kachexie se využívají stabilní nádorové buněčné 
linie, nejčastěji karcinom plic Lewisové (LLC), kolorektální karcinom, tumory prostaty 
či syngenní sarkomy. Nádorové buňky jsou podkožně implantovány experimentálním 
zvířatům a rostoucí nádor často exprimuje prozánětlivé cytokiny či prostaglandiny nebo 
indukuje jejich sekreci, což vede ke vzniku symptomů kachexie (Fearon & Moses 2002; 
Deboer 2009; Bennani-Baiti & Walsh 2011). 
Jako model kachexie doprovázející kardiovaskulární onemocnění se užívá 
vyvolání infarktu myokardu u hlodavců chirurgickou ligací levé přední sestupné tepny 
(Nagaya et al. 2001b; Gould et al. 2002), případně vyvolání městnavého srdečního 
selhání pomocí bandáže aorty (Héliès-Toussaint et al. 2005). 
Nejpoužívanějším modelem kachexie spojené s chronickým selháním ledvin je 
5/6 nefrektomie, kdy je experimentálním zvířatům odstraněna jedna ledvina a z druhé je 
ponechána pouze střední třetina, což vede k rychlému vzniku uremie (Cheung et al. 
2005; Deboer et al. 2008). 
Méně běžný je krátkodobý model kachexie vyvolané radiačním poškozením 
(Joppa et al. 2007) nebo model kachexie indukované chemoterapií, k jehož vytvoření se 
pokusným zvířatům injekčně podává cis-platina (Garcia et al. 2008). 
1.2.2 Možné využití ghrelinu k léčbě kachexie 
Ghrelin podporuje pozitivní energetickou bilanci organismu, zvyšuje příjem 
potravy a tělesnou hmotnost a podporuje akumulaci tukové tkáně (Tschöp et al. 2000; 
Nakazato et al. 2001). Plazmatické hladiny endogenního ghrelinu jsou vyšší u osob 
s nízkým BMI (Tschöp et al. 2001b; Shiiya et al. 2002; Soriano-Guillén et al. 2004); 
přírůstek hmotnosti u anorektických pacientů je provázen snížením hladiny ghrelinu 
(Otto et al. 2001). Kachektičtí pacienti mají hladiny ghrelinu zvýšeny průměrně o 25 % 
oproti normálu. Podávání ghrelinu či jiných agonistů GHS-R1a se nicméně jeví jako 
potenciální terapeutický postup pro léčbu kachexie, neboť krátkodobé podávání 
suprafyziologických dávek ghrelinu stále zvyšuje příjem potravy (DeBoer 2011).  
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Kromě centrálního působení ghrelinu na zvýšení příjmu potravy mohou být 
pro zlepšení kachektického stavu přínosné také jeho další účinky. Bylo zjištěno, že 
ghrelin vykazuje protizánětlivé efekty; podávání ghrelinu snížilo expresi prozánětlivých 
cytokinů v monocytech a T-buňkách (Dixit et al. 2004) a také systémový zánět 
v potkaních modelech kachexie (Chang et al. 2003; Granado et al. 2005). Ghrelin má 
také kardiovaskulární účinek, např. zvýšení srdečního výdeje a snížení krevního tlaku 
(Nagaya et al. 2001b). Vliv ghrelinu na akumulaci tukové tkáně může být zásadní 
pro zachování energetických rezerv v pokračujícím procesu kachexie (DeBoer 2011). 
Klinické zkoušky podávání syntetického lidského ghrelinu kachektickým 
pacientům trpícím některým z výše zmíněných chronických onemocnění potvrdily 
bezpečnost IV aplikace (Strasser et al. 2008) a ukázaly, že ghrelin u kachektických 
pacientů účinně zvyšuje chuť k jídlu (Neary et al. 2004; Wynne et al. 2005a). Bylo 
pozorováno zvýšení hladiny sérových proteinů a posílení svalové hmoty, což naznačuje 
anabolický efekt ghrelinu. IV podávání ghrelinu také vedlo ke snížení hladiny 
katecholaminů a potlačení aktivity sympatického nervového systému (Nagaya et al. 
2005) a snížení hladin prozánětlivých cytokinů (Kodama et al. 2008). Podávání ghrelinu 
také indukuje sekreci protizánětlivého cytokinu IL-10 (Waseem et al. 2008). 
Ghrelin tedy hraje důležitou antikachektickou úlohu v kontrole chuti k jídlu, 
adipozity a zánětu. Pravděpodobně může sloužit jako obranný mechanismus proti 
hladovění, napomáhat kompenzovat energetické ztráty a být tak efektivním nástrojem 
pro zmírnění kachexie s minimem vedlejších účinků. Podávání ghrelinu má však také 
řadu nevýhod, z nichž lze jmenovat vysoké náklady, nutnost invazivního intravenózního 
podávání či možnost vzniku ghrelinové rezistence (Ashitani et al. 2009). V neposlední 
řadě je také potřeba vyloučit možnost zapojení ghrelinu a ghrelinem indukovaných 
růstových faktorů v procesu karcinogeneze (Müller et al. 2010). 
1.2.3 Agonisté GHS-R1a 
1.2.3.1 Peptidy a pseudopeptidy 
1.2.3.1.1 GHRP-6 a od něj odvození agonisté GHS-R1a 
V 70. letech 20. stol. byly popsány účinky různých peptidových molekul 
na sekreci růstového hormonu in vitro v primárních kulturách potkaních hypofyzárních 
buněk (Bowers et al. 1977). O sedm let později byl syntetizován hexapeptid GHRP-6, 
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vyvolávající dávkově závislou sekreci růstového hormonu in vitro i in vivo a nárůst 
tělesné hmotnosti (Bowers et al. 1984). 
Později byly syntetizovány dva analogy GHRP-6, GHRP-1 a GHRP-2, v jejichž 
struktuře byly zachovány čtyři C-terminální aminokyseliny ze struktury GHRP-6 a 
zbylé aminokyseliny byly nahrazeny fragmentem obsahujícím D-β-naftylalanin. Oproti 
GHRP-6 vykazují mírně vyšší aktivitu in vitro a dvakrát až třikrát vyšší účinek na 
sekreci růstového hormonu po subkutánním (SC) podání potkanům a po IV, SC nebo 
perorálním (PO) podání zdravým dobrovolníkům (Akman et al. 1993; Bowers 1993). 
Ze struktury GHRP-6 (záměnou D-tryptofanu za 2-methyl-D-tryptofan) vychází 
také další agonista GHS-R1a, označovaný examorelin či hexarelin (Mediolanum 
Farmaceutici). Tato látka se oproti GHRP-6 vyznačuje vyšší stabilitou, nižší toxicitou a 
zvýšeným efektem na uvolňování GH (Deghenghi et al. 1994; Imbimbo et al. 1994). 
Zkrácením struktury hexarelinu byl vytvořen tripeptid EP51389 (firma 
Europeptides) (Deghenghi 1997), který byl dále modifikován na C-konci inkorporací 
formylovaného gem-diaminotryptofanového zbytku. Výsledná sloučenina, nesoucí 
název JMV1843 či EP01572, vykazuje vysokou vazebnou afinitu jak k lidským 
hypofyzárním buňkám, tak k LLC PK-1 buňkám transientně transfekovaným lidským 
receptorem GHS-R1a. Stimuluje sekreci růstového hormonu po SC podání potkanům 
(účinněji než hexarelin) a PO podání psům (Guerlavais et al. 2003). Po PO či 
intradermálním (ID) podání zdravým dobrovolníkům rychle vstupuje do krevního oběhu 
a následně zvyšuje sekreci růstového hormonu (Broglio et al. 2002; Piccoli et al. 2007). 
V současné době je JMV1843 pod označením macimorelin ve druhé fázi klinických 
studií jako látka pro léčbu kachexie provázející nádorová onemocnění; mimoto byla 
dokončena třetí fáze klinické studie macimorelinu jako orálně dostupného produktu 
pro diagnostiku deficience růstového hormonu u dospělých a pod názvem Macrilen
TM
 
byla podána žádost o schválení nového léčiva (firma Aeterna Zentaris). 
Podobnou strategii jako Europeptides zvolila firma Novo Nordisk; cílem 
zkrácení molekuly GHRP-1 bylo získat sloučeninu s nižší molekulovou hmotností a 
dobrou orální biodostupností při zachování aktivity a specifity původního peptidu. 
Z molekuly GHRP-1 byla odstraněna centrální sekvence Ala-Trp a nahrazením 
N-terminálního alaninu α-aminoisomáselnou kyselinou vznikla sloučenina označovaná 
jako ipamorelin; tato látka po IV podání prasatům zvyšovala sekreci růstového 
hormonu, na rozdíl od GHRP-2 nebo GHRP-6 však nikoliv sekreci dalších 
hypofyzárních hormonů (Raun et al. 1998). Od ipamorelinu pak byla záměnou 
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fragmentu Aib-His za méně hydrofilní 3-aminomethyl benzoyl odvozena sloučenina 
NNC260235, která při podání potkanům i prasatům vykazovala in vivo účinek 
na sekreci růstového hormonu srovnatelný s GHRP-6 či ipamorelinem. Orální 
biodostupnost se však proti očekávání zlepšila jen minimálně (Ankersen et al. 1998). 
V další sérii agonistů GHS-R1a odvozených od ipamorelinu byla nicméně 
identifikována sloučenina NN703 (tabimorelin) s 30% orální biodostupností u psů, 
účinný sekretagog růstového hormonu (Ankersen et al. 1998; Hansen et al. 1999).  
Struktury agonistů GHS-R1a zmíněných v tomto oddíle jsou uvedeny v tab.1. 
Tab. 1 Sekvence vybraných peptidových a pseudopeptidových agonistů GHS-R1a 











1.2.3.1.2 Agonisté GHS-R1a vytvoření zkrácením či modifikací molekuly ghrelinu 
Poté, co byla v roce 1999 objevena struktura ghrelinu, zahájila firma Merck 
syntézu jeho analogů s cílem identifikovat strukturní prvky nezbytné pro zachování 
biologické aktivity ghrelinu. Ze strukturně-aktivitních studií vyplynulo několik 
klíčových poznatků. Prvním z nich byl fakt, že pro zachování dobré afinity ke GHS-R1a 
(a pravděpodobně také pro přechod přes hematoencefalickou bariéru) je nezbytná 
acylace ghrelinu na Ser
3
, přičemž n-oktanoyl může být nahrazen jinou flexibilní 
lipofilní skupinou, např. dekanoylem nebo palmitoylem, nebo rigidnější skupinou jako 
je např. benzoyl či adamantyl. Dále bylo zjištěno, že nestabilní esterová vazba na Ser
3
 
může být nahrazena amidovou bez ztráty biologické aktivity. Jako minimální aktivní 
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sekvence pro vazbu a aktivaci GHS-R1a, tzv. farmakofor, byl identifikován 
N-terminální tetrapeptid (Bednarek et al. 2000). Uvedené poznatky se shodují 
s výsledky podobné strukturně aktivitní studie realizované Matsumotem a 
spolupracovníky (Matsumoto et al. 2001). Kromě oktanoylace v pozici 3 je pro 
zachování biologické aktivity ghrelinu zásadní také pozitivní N-terminální náboj a 
fenylalanin v pozici 4 (Van Craenenbroeck et al. 2004). In vivo testy mimoto prokázaly, 
že C-terminální část ghrelinu je důležitá pro jeho stabilitu (Morozumi et al. 2011). 
Na základě uvedených poznatků byly za účelem zvýšení stability navrženy další 
analogy ghrelinu. Molekula ghrelinu byla modifikována záměnou serinu v pozici 3 
za diaminopropionovou kyselinu (Dpr), která může tvořit stabilní amidovou vazbu 
s kyselinou oktanovou a tím chrání molekulu před hydrolýzou esterázami (Bednarek et 
al. 2000). Mimoto byl N-terminální glycin nahrazen sarkosinem (Sar) a fenylalanin 
v pozici 4 nahrazen nekódovými aminokyselinami β-cyklohexylalaninem (Cha) či 
L-1-naftylalaninem (Nal) kvůli ochraně před působením aminopeptidáz nebo 
chymotrypsinových proteáz. Výsledné analogy vykazovaly afinitu k GHS-R1a a 
orexigenní efekt srovnatelné s ghrelinem, nicméně s významně delším trváním účinku 
(Maletínská et al. 2012). 
Ze struktury těchto analogů vychází nyní nově navržená série agonistů 
GHS-R1a, jimiž se dále zabývám v této práci. U těchto analogů byla oktanová kyselina 
na Dpr v pozici 3 nahrazena mastnou kyselinou s delším řetězcem (dekanová, 
myristová, palmitová), nenasycenou mastnou kyselinou (undecynová, decenová) nebo 
dalšími kyselinami (bromoktanová, adamantanoctová), případně byla do struktury 
začleněna druhá mastná kyselina (palmitoyl připojen na sekundární aminoskupinu 
lysinu v C-koncové části molekuly), bylo obměněno aminokyselinové složení nebo byl 
zkrácen peptidový řetězec. Cílem těchto modifikací bylo zvýšit stabilitu molekul, 
zlepšit průchod hematoencefalickou bariérou a vazbu na receptor GHS-R1a. Zjistili 
jsme, že po periferním podání myším většina těchto agonistů statisticky významně 
zvyšuje příjem potravy, a to více než ghrelin či [Dpr
3
]ghrelin (více oddíl 5.1). 
Firma Ipsen vyvinula agonisty GHS-R1a odvozené od plného řetězce ghrelinu. 
BIM-28125, BIM-28143 a BIM-28152 se vázaly na buněčné membrány z buněk 
CHO-K1 exprimujících lidský rekombinantní receptor GHS-R1a s afinitou srovnatelnou 
s ghrelinem a stimulovaly sekreci růstového hormonu v kultuře lidských fetálních 
hypofyzárních buněk a v kultuře buněk z adenomu sekretujícího růstový hormon 
(Rubinfeld et al. 2004). Dlouhodobé SC podávání BIM-28125 a BIM-28131 štíhlým 
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potkanům vedlo k signifikantnímu zvýšení příjmu potravy a nárůstu tělesné hmotnosti 
danému zejména zvýšením obsahu tukové tkáně (Strassburg et al. 2008). Jednorázové 
IP podání BIM-131 štíhlým myším zvýšilo příjem potravy, stimulovalo sekreci 
růstového hormonu a vedlo k aktivaci cFos v hypothalamických jádrech souvisejících 
s regulací příjmu potravy (ARC, NTS, AP) (Hassouna et al. 2013). 
1.2.3.2 Peptidomimetika 
Vzhledem ke skutečnosti, že peptidy mají velmi nízkou orální biodostupnost a 
nízkou stabilitu, bylo navrženo velké množství nepeptidových analogů ghrelinu. Mezi 
prvními z nich byly deriváty benzolaktamu vyvinuté firmou Merck. Nejstudovanější 
agonista z této skupiny látek, L692585, byl prvním analogem ghrelinu, který stimuloval 
sekreci růstového hormonu lépe než GHRP-6; jeho orální biodostupnost byla nicméně 
nízká (Jacks et al. 1994). Při dalším screeningu knihovny sloučenin firmy Merck byly 
jako agonisté GHS-R1a identifikovány deriváty quinazolinonu (Ye et al. 2000) a také 
sloučeniny ze skupiny spiropiperidinů. Ibutamoren (MK0677) je velmi účinný in vitro a 
odolný vůči působení peptidáz, jeho biologický poločas je 5 hodin. Dobrá rozpustnost 
ve vodě, lipofilicita a mírná zásaditost přispívá k jeho vynikající orální biologické 
dostupnosti (u psů více než 60 %). Jedná se o první popsanou nízkomolekulární 
nepeptidovou látku, která stimuluje sekreci růstového hormonu (Patchett et al. 1995; 
Jacks et al. 1996). Ze struktury MK0677 (obr. 10) vychází také série GHS vyvinutých 
firmou Pfizer. Z této skupiny sloučenin, jejichž společným strukturním rysem je 
přítomnost pyrazolinon-piperidinové funkční skupiny, lze jmenovat capromorelin, 
krátkodobě působící GHS vyznačující se vysokou orální biodostupností (65 % 
u potkanů) (Pan et al. 2001; Carpino et al. 2003). Dalším testovaným 
peptidomimetikem ghrelinu je např. anamorelin (obr. 10) (Garcia & Polvino 2009). 
 
Obr. 10 Struktury peptidomimetik ghrelinu MK0677(Merck) a anamorelinu (Ono 
Pharmaceutical). (researchsarms.co.uk, www.chemicalbook.com) 
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1.2.3.3 Agonisté GHS-R1a testovaní jako potenciální léčiva pro terapii kachexie  
U některých výše zmíněných agonistů GHSR-1a byla podobně jako u ghrelinu 
testována možnost jejich využití v terapii kachexie. BIM-28131 byl testován 
na potkaním modelu nádorové kachexie, kde způsobil zvýšení příjmu potravy a tělesné 
hmotnosti a zabránil úbytku svalové i tukové hmoty (DeBoer et al. 2007). Agonisté 
BIM-28125 a BIM-28131 byli testováni na potkaním modelu kachexie vyvolané 
chronickým selháním ledvin. Jejich podávání zvýšilo příjem potravy, snížilo hladiny 
cirkulujících prozánětlivých cytokinů, snížilo degradaci svalových proteinů a úbytek 
svalové hmoty (Deboer et al. 2008). Jejich podávání též zvýšilo množství svalové i 
tukové tkáně u potkanů s kachexií vyvolanou infarktem myokardu (Palus et al. 2011).  
Peptidy GHRP-1, GHRP-2, GHRP-6 a hexarelin byly testovány na potkanech 
s kachexií vyvolanou srdečním selháním. Jejich dlouhodobé SC podávání vedlo 
ke zlepšení funkce srdce, zvýšení tělesné hmotnosti a také snížení hladin cirkulujících 
stresových hormonů, např. norepinefrinu, reninu, angiotensinu, aldosteronu či atriálního 
natriuretického peptidu (Xu et al. 2005).  
Anamorelin testovaný v pilotní studii na kachektických onkologických 
pacientech způsobil nesignifikantní zvýšení příjmu potravy a signifikantní přírůstek 
hmotnosti ve srovnání s placebem, mimoto zvýšil hladiny růstového hormonu a IGF-1 
(růstový faktor podobný inzulínu) (Garcia et al. 2013).  
MK0677 byl testován na zdravých dobrovolnících ve věku 61-80 let; jeho 
podávání zvýšilo hladiny růstového hormonu a IGF-1 a beztukovou tělesnou hmotnost, 
v množství celkové a viscerální tukové tkáně nebyly pozorovány signifikantní změny. 
Dále došlo ke zvýšení hladin glukózy a snížení citlivosti k inzulínu (Nass et al. 2008). 
JMV1843 je v současné době pod označením macimorelin ve druhé fázi 
klinických studií jako látka pro léčbu kachexie provázející nádorová onemocnění 
(Aeterna Zentaris, viz www.aezsinc.com).  
1.2.3.4 Další možné využití agonistů GHS-R1a 
Agonisté GHS-R1a mohou být orálně dostupnou alternativou k podávání 
rekombinantního lidského růstového hormonu při stimulaci růstu u GH-deficientních 
dětí či v terapii metabolických dysfunkcí u GH-deficientních dospělých. GH jako velká 
proteinová molekula musí být podáván injekčně nebo inhalačně, zatímco malé molekuly 
analogů ghrelinu mohou umožnit pohodlnější PO podávání a stimulovat sekreci 
endogenního GH (Muccioli et al. 2002; Allas & Abribat 2013). 
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1.3 Potenciální klinické aplikace ovlivnění funkce ghrelinu v léčbě 
obezity 
1.3.1 Obezita 
Obezita je definována jako přebytečné hromadění tukové tkáně v organismu, 
k němuž dochází v důsledku dlouhodobé nerovnováhy mezi příjmem a výdejem 
energie. K orientačnímu posouzení obsahu tukové tkáně v organismu byl zaveden 
tzv. index tělesné hmotnosti (BMI, z angl. body mass index), který je definován jako 
podíl tělesné hmotnosti v kg a druhé mocniny výšky v m. Hodnota BMI 18 – 25 kg/m
2
 
značí normální hmotnost, hodnota nad 25 kg/m
2
 nadváhu, hodnota nad 30 kg/m
2
 
obezitu. K odhadu rizik spojených s obezitou se stále častěji používá také prosté měření 
obvodu pasu, které dobře odráží distribuci tělesného tuku. Zvýšená zdravotní rizika jsou 
přitom spojena s obvodem pasu větším než 88 cm u žen a větším než 102 cm u mužů 
(Scerif et al. 2011; Davenport & Wright 2013; De Schutter et al. 2013). 
 Obezita je v současné době nejzávažnějším a nejrozšířenějším metabolickým 
onemocněním obyvatel západního světa. Alarmující je fakt, že obezita vykazuje trvale 
vzestupný trend výskytu, a to v čím dál větší míře i v rozvojových zemích. Tato 
skutečnost je zejména důsledkem současného sedavého způsobu života a snadné 
dostupnosti energeticky bohaté a chutné potravy. Obezita již dlouho není považována 
pouze za estetický problém. Především je spojena s řadou zdravotních rizik, z nichž lze 
jmenovat zejména vznik diabetu II. typu (spojeného se sníženou citlivostí k inzulínu), 
zvýšený výskyt kardiovaskulárních onemocnění (hypertenze, aterosklerózy, mozkových 
cévních příhod) a některých typů nádorů (zejména tlustého střeva, prsu, prostaty a 
ledvin) (Scerif et al. 2011; Heal et al. 2012).  
V současné léčbě obezity se setkáváme v zásadě se třemi přístupy. Prvním z nich 
je komplexní změna životního stylu, zejména změna stravovacích návyků a zvýšení 
fyzické aktivity, které mohou být podpořeny psychoterapií. Tento přístup často 
ztroskotává na špatné spolupráci pacientů. Další možností je bariatrická chirurgie, tedy 
např. chirurgické zmenšení objemu žaludku, které umožní dosáhnout snížení pocitu 
hladu. K nejčastěji prováděným bariatrickým zákrokům se řadí laparoskopická bandáž 
žaludku či žaludeční bypass. Vzhledem ke zřejmým rizikům a k častému relapsu 
obezity v krátkém čase po operaci jsou nicméně bariatrické zákroky indikovány pouze 
v případě morbidní obezity (BMI > 40). Posledním přístupem v terapii obezity zůstává 
farmakoterapie. Většina léčiv určených ke snižování tělesné hmotnosti se nicméně 
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vyznačuje nízkou účinností (redukce hmotnosti přibližně o 5 %) a řadou vedlejších 
efektů (Kushner 2014). V současnosti jsou na českém trhu pouze dvě antiobezitika: 
inhibitor střevní lipázy orlistat (Xenical, Alli) a fentermin (Adipex Retard), který 
stimuluje sekreci noradrenalinu a potlačuje chuť k jídlu, vzhledem k riziku vzniku 
závislosti je však určen pouze pro krátkodobé použití (www.sukl.cz). V USA byl 





), kombinace fenterminu s antikonvulzantem 
topiramátem. Dalším takto schválenýn přípravkem je Contrave
®
, kombinace 
bupropionu a naltrexonu; bupropion působí jako inhibitor zpětného vychytávání 
dopaminu a noradrenalinu, zatímco naltrexon je antagonista opioidního receptoru. 
Třetím antiobezitikem schváleným v USA je lorcaserin (Belviq
®
), selektivní agonista 
serotoninergního receptoru 5-HT2C (Heal et al. 2012; Davenport & Wright 2013; 
Kushner 2014). Vzhledem k celosvětově narůstajícímu výskytu obezity se nicméně 
stává potřeba nových účinných antiobezitik stále akutnější. 
1.3.1.1 Zvířecí modely obezity 
V současnosti je popsána řada obézních zvířecích modelů s různým rozsahem a 
typem obezity. Obezita může být zapříčiněna spontánními mutacemi, umělými 
genetickými modifikacemi (tzv. KO zvířata s vyřazenými geny, z angl. knock-out), 
faktory prostředí (např. obezita indukovaná dietou) nebo mechanickým či chemickým 
zásahem (např. vznik chemických lézí v hypothalamu) (Tschöp & Heiman 2002). 
Myši s defektem v signalizační dráze leptinu, ať už se jedná o poruchu produkce 
leptinu nebo necitlivost k leptinu v důsledku mutace leptinového receptoru či extrémní 
leptinové rezistence, vyvíjejí hyperfagii a morbidně obézní fenotyp. Ob/ob myši jsou 
nositeli spontánní mutace ob genu kódujícího leptin; tato mutace zapříčiňuje předčasné 
ukončení transkripce genu a tedy úplnou deficienci proteinu. Db/db myši jsou ob/ob 
myším fenotypově velmi podobné; odlišují se od nich leptinovou rezistencí, neboť jsou 
nositeli spontánní mutace leptinového receptoru, která vede ke ztrátě jeho funkce. 
Obdobou toho modelu jsou leptin-rezistentní fa/fa (Zucker, Koletsky) potkani. Další 
modely obezity byly vytvořeny zásahy do signalizační dráhy leptinu (např. POMC KO, 
zvířata s vyřazeným genem pro anorexigenní neuropeptid proopiomelanokortin) (Lutz 
& Woods 2012). 
Podávání diety s vysokým podílem tuku vede k rozvoji obezity, která je velmi 
podobná lidské obezitě. Některé kmeny hlodavců jsou k rozvoji obezity indukované 
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dietou (DIO) obzvláště náchylné. Jedná se např. o potkaní kmeny Wistar a Sprague-
Dawley nebo myši kmene C57BL/6. Obdobou vysokotukové (HF, z angl. high fat) diety 
je tzv. cafeteria dieta, která svým složením napodobuje složení potravy obyvatel 
západního světa a mimo zvýšeného obsahu tuku obsahuje také zvýšené množství 
sacharidů (Rogers & Blundell 1984; Hariri & Thibault 2010).  
Ke vzniku obezity vede také vytvoření lézí v jádrech hypothalamu podílejících 
se na regulaci příjmu potravy (např. ve ventromediálním či paraventrikulárním jádru 
nebo nucleu arcuatu), ať už chirurgicky nebo chemicky, např. opakovaným injekčním 
podáváním monoglutamátu sodného novorozeným hlodavcům. K dalším metodám 
vedoucím k vytvoření obézního fenotypu patří např. ovariektomie, která vede ke snížení 
produkce anorexigenního estradiolu, nebo ablace hnědé tukové tkáně, která způsobuje 
snížení termogeneze a tedy energetického výdeje (Lutz & Woods 2012). 
1.3.2 Možné využití ovlivnění funkce ghrelinu v léčbě obezity 
1.3.2.1 Neutralizace ghrelinu 
Alternativním imunologickým přístupem pro blokování signalizace ghrelinu je 
vakcinace protilátkou proti endogennímu ghrelinu, která umožňuje specificky 
modulovat jeho biologickou dostupnost. Bylo popsáno, že aktivní vakcinace dospělých 
potkanů imunokonjugátem ghrelinu vede ke snížení využití energetické hodnoty 
potravy (angl. feed efficiency), adipozity a hmotnostního přírůstku; tento účinek je 
výsledkem imunitní odpovědi proti acylované formě ghrelinu (Zorrilla et al. 2006). 
Obdobných výsledků bylo dosaženo vakcinací prasat (Vizcarra et al. 2007) a štíhlých a 
obézních myší (Zakhari et al. 2012; Andrade et al. 2013). Vývoj vakcíny pro klinické 
použití, jímž se zabývala švýcarská firma Cytos, byl nicméně zastaven z důvodu 
negativních výsledků v druhé fázi klinických studií; vakcína sice vyvolávala imunitní 
odpověď a snižovala pocit hladu, nebyl však pozorován signifikantní hmotnostní úbytek 
(Depoortere 2009).  
Relativně novým typem sloučenin, jichž lze využít k blokování funkce ghrelinu, 
jsou tzv. RNA-Spiegelmery. Jedná se o syntetické oligonukleotidy obsahující 
nepřirozený L-enantiomer ribózy, což vede k tomu, že jsou tyto sloučeniny stabilní 
in vivo. Tyto RNA-Spiegelmery jsou navrhovány tak, aby se specificky vázaly 
na acylovaný ghrelin a znemožňovaly mu aktivaci receptoru. RNA-Spiegelmer 
NOX-B11 váže ghrelin s nanomolární afinitou, inhibuje aktivaci GHS-R1a in vitro a 
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po IV podání potkanům efektivně potlačuje sekreci růstového hormonu (Helmling et al. 
2004) a blokuje zvýšení příjmu potravy a stimulaci c-Fos v ARC vyvolané podáním 
ghrelinu (Kobelt et al. 2006). Dlouhodobé podávání NOX-B11-2 obézním DIO myším 
vede k redukci jejich hmotnosti (Shearman et al. 2006). 
1.3.2.2 Inhibice ghrelin-O-acyl transferázy 
Inhibice ghrelin-O-acyl transferázy, enzymu zprostředkovávajícího oktanoylaci 
ghrelinu, je strategie, která brání produkci aktivní formy ghrelinu a zároveň 
pravděpodobně vede ke zvýšení hladin des-acyl ghrelinu. Vzhledem k tomu, že GOAT 
je doposud jediná známá membránově vázaná O-acyl transferáza, jsou vedlejší účinky 
dané interferencí s dalšími acylujícími enzymy nepravděpodobné (Depoortere 2009). 
GO-CoA-Tat, syntetický konjugát peptidové struktury a koenzymu A, po IP podání 
myším zlepšuje glukózovou toleranci a snižuje hmotnostní přírustek při expozici 
vysokotukové dietě (Barnett et al. 2010; Taylor et al. 2012). 
1.3.2.3 Antagonisté GHS-R1a jako potenciální antiobezitika  
[DLys
3
]-GHRP-6 (His-D-Trp-D-Lys-Trp-D-Phe-Lys-NH2) vytěsňoval ghrelin 
při vazebných experimentech na buněčných membránách buněk CHO-K1 
s transfekovaným receptorem GHS-R1a (Traebert et al. 2002) a na potkaní hypofyzární 
tumorové buněčné linii RC-4B/C, kde také potlačoval uvolňování intracelulárního 
kalcia vyvolané ghrelinem (Falls et al. 2006). In vivo [DLys
3
]-GHRP-6 snižoval příjem 
potravy po ICV a IP podání štíhlým hladovým myším a rovněž potlačoval zvýšení 
příjmu potravy vyvolané IP podáním ghrelinu štíhlým sytým myším. Mimoto rovněž 
snižoval příjem potravy, tělesnou hmotnost a hladinu krevní glukózy po opakovaném IP 
podávání obézním ob/ob myším a myším s obezitou indukovanou podáváním 
vysokotukové diety (Asakawa et al. 2003). IP podání [DLys
3
]-GHRP-6 vedlo také ke 
snížení příjmu potravy u obézních fa/fa potkanů a odpovídajících štíhlých kontrol (Beck 
et al. 2004). Chronické podkožní podávání [DLys
3
]-GHRP-6 způsobilo redukci příjmu 
potravy a tělesné hmotnosti a zlepšení metabolických abnormalit spojených s obezitou 
u ovariektomovaných myších samic krmených vysokotukovou dietou, které jsou 
modelem lidské postmenopauzální obezity (Maletínská et al. 2011). 
Deriváty isoxazol karboxamidu a tetralin karboxamidu (firma Abbott) efektivně 
vytěsňovaly ghrelin ve vazebných studiích na membránách CHO-K buněk 
s transfekovaným lidským receptorem GHS-R1a. Ve funkčních studiích bylo ukázáno, 
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že antagonizují uvolňování intracelulárního kalcia vyvolané ghrelinem. Při testování 
na zvířecích modelech však bylo zjištěno, že tyto sloučeniny mají velmi špatnou 
biologickou dostupnost a z tohoto důvodu nemají signifikantní účinek na příjem potravy 
(Liu et al. 2004; Zhao et al. 2004; Xin et al. 2005; Zhao et al. 2005).  
Při screeningu knihovny sloučenin firmy Abbott byly následně jako antagonisté 
GHS-R1a identifikovány deriváty 2,4-diaminopyridinu. Tyto látky snižovaly příjem 
potravy po IP podání jak u sytých, tak hladových potkanů, a řada z nich vykazovala 
dobrý farmakokinetický profil a poměrně vysokou biologickou dostupnost po IP a PO 
podání (Liu et al. 2006; Serby et al. 2006). Na základě molekulového modelování byla 
navržena nová série derivátů 2,4-diaminopyridinu, z nichž některé způsobovaly 
signifikantní snížení příjmu potravy a tělesné hmotnosti po 14-denním PO podávání 
myším s obezitou indukovanou vysokotukovou dietou (Xin et al. 2006). 
Deriváty quinazolinonu substituované piperidinem (firma Bayer) zlepšovaly 
sekreci inzulínu stimulovanou glukózou in vitro a dále zlepšovaly glukózovou toleranci, 
potlačovaly příjem potravy a způsobovaly snížení hmotnosti po PO podání potkanům a 
myším s DIO (Esler et al. 2007; Rudolph et al. 2007). 
Antagonisté GHS-R1a založení na struktuře trisubstituovaného 1,2,4-triazolu 
(Demange et al. 2007; Moulin et al. 2007a; Moulin et al. 2013) JMV2959 a JMV3002 
(viz obr. 12 v oddíle 4.1.3) potlačovali po jednorázovém centrálním podání potkanům 
příjem potravy indukovaný hladověním či podáním ghrelinu (Salomé et al. 2009a). 
Mimoto chronické centrální podávávání JMV2959 potkanům blokovalo účinky 
dlouhodobě podávaného ghrelinu na akumulaci tuku a následný nárůst hmotnosti 
(Salomé et al. 2009b). V jiné studii, při níž měli potkani volný výběr mezi standardní 
peletovanou dietou a čokoládovým nápojem indukujícím vznik obezity, vedlo IP 
podávání JMV2959 ke snížení konzumace čokoládového nápoje o 50 % oproti kontrolní 
skupině při zachování konzumace standardní diety a k signifikantnímu snížení přírůstku 
hmotnosti (Egecioglu et al. 2010). 
K dalším sloučeninám, které byly na základě vazebných a funkčních studií 
označeny jako antagonisté GHS-R1a, se řadí deriváty benzensulfonamidu vyvinuté 
firmou Merck (Pasternak et al. 2009), deriváty piperazin-bisamidu vyvinuté firmou 
Amgen (Yu et al. 2010) nebo deriváty karbohydrazidu vyvinuté firmou 
GlaxoSmithKline (Sabbatini et al. 2010; Sabbatini et al. 2011). GSK1614343, 
antagonista z poslední jmenované skupiny, se jevil jako účinný antagonista GHS-R1a 
exprimovaného potkaní hypofyzární buněčnou linií RC-4B/C (Perdonà et al. 2011). 
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Po podání potkanům a psům nicméně překvapivě stimuloval příjem potravy a nárůst 
tělesné hmotnosti (Costantini et al. 2011).  
Podobný účinek byl pozorován také při testování sloučeniny BIM-28163 (firma 
Ipsen), jejíž struktura nebyla publikována. Ta sice blokovala sekreci růstového hormonu 
indukovanou ghrelinem, ale po dlouhodobém podávání indukovala nárůst tělesné 
hmotnosti (Halem et al. 2004; Halem et al. 2005; Hassouna et al. 2013). 
IP podání derivátů indolinonu (firma Sanofi) vedlo k signifikantnímu zlepšení 
glukózové tolerance u myší a k redukci příjmu potravy stimulovaného hladověním či 
centrálně podávaným ghrelinem u potkanů (Puleo et al. 2012). 
Deriváty benzodiazepinu blokovaly uvolňování intracelulárního kalcia vyvolané 
ghrelinem, jejich účinky in vivo však dosud nebyly stanoveny (Mihalic et al. 2012). 
Další antagonisté GHS-R1a, jako např. TZP-301 (firma Tranzyme Pharma) nebo 
EX-1350 (firma Elixir Pharmaceuticals), byly testovány v preklinických studiích; 
EX-1350 způsoboval po dlouhodobém podávání myším s obezitou indukovanou 
vysokotukovou dietou až 10% úbytek hmotnosti bez signifikantního snížení příjmu 
potravy (Depoortere 2009; Delporte 2012). 
1.3.2.4 Inverzní agonisté GHS-R1a jako potenciální antiobezitika  
Vzhledem k vysoké konstitutivní aktivitě ghrelinového receptoru pozorované 
in vitro (Holst et al. 2003; Holst et al. 2004) byla vyslovena hypotéza, že inverzní 
agonisté ghrelinového receptoru blokující jeho konstitutivní aktivitu mohou bránit 
nadbytečnému příjmu potravy mezi hlavními jídly, aniž by byl znemožněn dostačující 
energetický příjem v rámci hlavních jídel (Depoortere 2009). 









]-substance P. Jedná se o analog substance P, peptidu 









substance P byl původně popsán jako poměrně málo účinný antagonista řady receptorů, 
včetně např. receptoru pro neurokinin, bombesin či ghrelin. Později však bylo zjištěno, 
že tato sloučenina je 100-krát účinnější jako inverzní agonista GHS-R1a než jako jeho 









substance P štíhlým myším způsobilo snížení příjmu potravy (Asakawa et al. 2003), 
dlouhodobé ICV podávání štíhlým potkanům vedlo ke snížení příjmu potravy, tělesné 
hmotnosti a exprese orexigenního peptidu NPY v hypothalamu (Petersen et al. 2009). 
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CJ 012,255, další analog substance P, po periferním podávání myším bránil 
akumulaci tuku a nárůstu tělesné hmotnosti při současném krmení vysokotukovou 
dietou, zatímco po podávání obézním DIO myším způsobil úbytek hmotnosti a 
adipozity a zlepšil citlivost k inzulínu (Karagiannides et al. 2008). 
Hexapeptid KwFwLL-NH2 (w značí variabilní aminokyselinu), odvozený od 
minimální aktivní sekvence substance P, dává po začlenění β-(3-benzothienyl)-D-
alaninu, 3,3-difenyl-D-alaninu nebo 1-naftyl-D-alaninu na pozici 2 vznik účinným 
inverzním agonistům GHS-R1a. Tyto sloučeniny mají vysokou afinitu ke ghrelinovému 
receptoru a po akutním jednorázovém podání štíhlým potkanům snižují příjem potravy 
(Els et al. 2012). 
K dalším popsaným inverzním agonistům GHS-R1a patří např. deriváty 
spirocyklického piperidin-azetidinu (Pfizer), které po podání potkanům vykazovaly 
dobrou orální biologickou dostupnost (Kung et al. 2012), nebyly však zcela selektivní a 
vázaly se také na muskarinový acetylcholinový receptor M2. Tato neselektivita byla 
v další sérii derivátů odstraněna začleněním heterocyklů do struktury inverzních 
agonistů, deriváty však nebyly dostatečně účinné a jejich další výzkum byl ukončen 
(McClure et al. 2013). 
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2 CÍLE DIZERTAČNÍ PRÁCE 
 Charakterizace nových stabilních dlouhodobě působících peptidových 
agonistů receptoru GHS-R1a  
Ghrelin je vzhledem ke své oktanoylaci na Ser
3
 poměrně nestabilní hormon, jako peptid 
je navíc snadno štěpen proteázami. Za účelem zvýšení stability molekuly ghrelinu byly 
v naší laboratoři navrženy jeho analogy s obměněnou aminokyselinovou sekvencí, do 
níž byly začleněny nekódové aminokyseliny (Sar
1
 jako ochrana proti štěpení 
aminopeptidázami, Dpr
3
 vytvářející stabilní amidovou vazbu s mastnou kyselinou, 
záměny Phe
4
 na ochranu proti štěpení chymotrypsinovými proteázami). Tyto analogy 
byly dále modifikovány zkrácením peptidového řetězce, začleněním druhé mastné 
kyseliny, či záměnou oktanové kyseliny za delší či nenasycenou mastnou kyselinu. 
Prvním z cílů této práce bylo charakterizovat nové analogy ghrelinu po stránce jejich 
vazby k receptoru GHS-R1a, signalizace, stability a účinku na příjem potravy u myší.  
 Studium účinku pseudopeptidového agonisty receptoru GHS-R1a JMV1843 
na příjem potravy a tělesnou hmotnost u štíhlých myších samců 
JMV1843 je pseudopeptidový analog ghrelinu, o němž se uvažuje jako o potenciálním 
léčivu pro terapii kachexie. Druhým cílem této práce bylo otestovat akutní účinek 
JMV1843 na příjem potravy po periferním podání myším, analyzovat jeho stabilitu 
v myší krvi jak in vitro, tak in vivo, a testovat účinky JMV1843 na příjem potravy, 
tělesnou hmotnost, metabolické parametry a expresi orexigenních neuropeptidů 
po dlouhodobém periferním podávání myším. 
 Studium účinku nepeptidových antagonistů receptoru GHS-R1a JMV3002 a 
JMV4208 na příjem potravy a tělesnou hmotnost u obézních myších samců 
Blokování účinku ghrelinu pomocí antagonistů GHS-R1a se jeví jako vhodný přístup 
v terapii obezity. Třetím cílem této práce bylo studovat účinky JMV3002 a JMV4208, 
nepeptidových antagonistů GHS-R1a založených na struktuře trisubstituovaného 
1,2,4-triazolu. Předmětem zájmu byl akutní účinek obou antagonistů na příjem potravy 
po jednorázovém periferním podání štíhlým myším, farmakokinetika in vivo a 
dlouhodobý vliv na příjem potravy, tělesnou hmotnost, metabolické parametry a expresi 
neuropeptidů ovlivňujících příjem potravy po chronickém podávání myším s obezitou 
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[Dpr
3
]ghrelin Syntetizován v Ústavu organické chemie a 
biochemie AV ČR, v.v.i., Praha, ČR 
JMV1843, JMV3002, JMV4208 Dar od prof. Martineze, Institut des 
Biomolécules Max Mousseron, Montpellier, 
Francie 
Peptidoví agonisté GHSR-1a  Syntetizováni v Ústavu organické chemie a 
biochemie AV ČR, v.v.i., Praha, ČR 
Buněčné linie a membrány 
Linie HEK293T ATCC, Manassas, VA, USA 
Membrány z buněčné linie HEK293T  Multispan, Hayward, CA, USA 
s transfekovaným receptorem GHS-R1a  
Membrány z buněčné linie LLC PK-1 Dar od prof. Martineze, Institut des 
s transfekovaným receptorem GHS-R1a  Biomolécules Max Mousseron, Montpellier,  
 Francie 
Laboratorní zvířata 
Inbrední myší kmen C57BL/6 Charles River, Německo 
Potkani kmene Wistar Harlan, Itálie 
Dieta pro laboratorní zvířata 
Standardní dieta St-1 Mlýn Kocanda, Jesenice, ČR 
Kity 
ELISA kit pro stanovení ghrelinu Linco Research, St. Charles, MI, USA 
ELISA kit pro stanovení IGF-1 Linco Research, St. Charles, MI, USA 
ELISA kit pro stanovení leptinu BioVendor, Brno, ČR 
High-Capacity cDNA Reverse  Applied Biosystems, Foster City, CA, USA 
 Transcription Kit  
IP-One HTRF kit  Cisbio Bioassays, Codolet, Francie 
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Kit pro stanovení triglyceridů Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
MagNA Pure Compact RNA Isolation  Roche Diagnostics, Mannheim, Německo 
 (Tissue) Kit 
RIA kit pro stanovení adiponektinu  Linco Research, St. Charles, MI, USA 
RIA kit pro stanovení inzulínu Linco Research, St. Charles, MI, USA 
RNAqueous Micro Kit Ambion, Austin, TX, USA 
Chemikálie 
Acetonitril  Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
BSA Serva GmbH, Heidleberg, Německo  
BPTI Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
DMEM Glutamax Invitrogen, Grand Island, NY, USA 
EDTA Lachema, brno, ČR 
FBS Biochrom AG, Berlín, Německo 
Fluo-4AM Invitrogen, Grand Island, NY, USA 
Fyziologický roztok Infusia, Hořátev, ČR 
HBSS Invitrogen, Grand Island, NY, USA 
HEPES Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA   
Chlorid hořečnatý Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Chlorid vápenatý Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Iodo-Gen
TM 
Pierce Chemicals, Rockford, IL, USA 
Kyselina mravenčí Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Kyselina pluronová Invitrogen, Grand Island, NY, USA 
Lipofectamine 2000 Invitrogen, Grand Island, NY, USA 
Náhodné primery pd(N)6 Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA 
Neesenciální aminokyseliny Invitrogen, Grand Island, NY, USA 
NO AmpErase® UNG Applied Biosystems, Foster City, CA, USA 
optiMEM Invitrogen 
PEG300 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Penicilin/Streptomycin Invitrogen, Grand Island, NY, USA 
Plazmid pCDNA3-GHSR1a Missouri S&T cDNA Resource Center, St. 
Rolla, MO, USA  
Poly-L-ornithin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Síran hořečnatý Penta, Chrudim, ČR 
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TaqMan® Gene Expression Assay Applied Biosystems, Foster City, CA, USA 
TaqMan® Universal PCR Master Mix Applied Biosystems, Foster City, CA, USA 
Tris Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Triton X-100 Koch-Light Laboratories, Colnbrook, Bucks, 
Velká Británie 
Voda prostá nukleas Fermentas Life Science, Vilnius, Litva 
Materiál 
GF/C filtry  Whatman, Clifton, NJ, USA 
Kolona Discovery HS C18 Supelco, Bellefonte, PA, USA 
Kolona Eclipse Plus C18  Agilent, Santa Clara, CA, USA 
MagNA Lyser Green Beads Roche Diagnostics, Mannheim, Německo 
Přístroje a programy 
Analyzátor ABI PRISM 7000/7500  Applied Biosystems, Foster City, CA, USA 
Automatický izolátor MagNA Pure  Roche Diagnostics, Mannheim, Německo 
Brandelův přístroj Biochemical and Development Laboratories, 
Gaithersburg, MD, USA 
CO2 inkubátor MCO 18AIC  Sanyo, Osaka, Japonsko  
FlexStation II Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA 
γ-čítač Wizard 1470  PerkinElmer Life and Analytical Sciences, 
Waltham, MA, USA 
Glukometr Glucocard  Arkray, Kyoto, Japonsko 
GraphPad Prism 5 San Diego, CA, USA 
Hmotnostní spektrometr API 3200 Sciex, Concord, ON, Kanada 
Hmotnostní spektrometr Q-TOF-Micro Waters, Milford, MA, USA 
Homogenizátor MagNA Lyser Roche Diagnostics, Mannheim, Německo 
Kapalinový chromatograf Alliance  Waters, Milford, MA, USA 
Kapalinový chromatograf Agilent 1200 Agilent, Santa Clara, CA, USA 
Kryostat Microm HM 520 Microm International, Walldorf, Německo  
Syntetizátor ABI 433A Applied Biosystems, Foster City, CA, USA 
UV/Vis fotometr BioPhotometer Eppendorf AG, Hamburg, Německo 
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4 METODY 
4.1 Syntéza analogů ghrelinu 
4.1.1 Syntéza peptidových agonistů receptoru GHS-R1a 
Peptidové analogy ghrelinu byly syntetizovány na Ústavu organické chemie a 
biochemie AV ČR, v.v.i. (Praha, ČR) metodou syntézy na pevné fázi dle postupu 
Maixnerové a spolupracovníků (Maixnerová et al. 2007) s využitím Fmoc strategie 
na syntetizátoru ABI 433A. Lipidizace příslušnou mastnou kyselinou byla provedena 
před odštěpením peptidu z pryskyřice dříve popsaným postupem (Maletínská et al. 
2012). Syntézu peptidů prováděla Ing. Miroslava Blechová. Struktury jednotlivých 
peptidových agonistů GHS-R1a jsou uvedeny v tab. 3 v oddíle 5.1.2. 
4.1.2 Syntéza pseudopeptidového agonisty receptoru GHS-R1a JMV1843 
JMV1843 byl syntetizován na Institut des Biomolécules Max Mousseron 
(Montpellier, Francie) dle dříve popsaného postupu (Guerlavais et al. 2003). Jeho 
struktura je znázorněna na obr. 11. 
 
Obr. 11 Struktura agonisty receptoru GHS-R1a JMV1843. Podle zdroje (Guerlavais 
et al. 2003). 
4.1.3 Syntéza triazolových antagonistů receptoru GHS-R1a JMV3002 a 
JMV4208  
JMV3002 a JMV4208 byly syntetizovány na Institut des Biomolécules Max 
Mousseron (Montpellier, Francie) dle dříve popsaného postupu (Moulin et al. 2008). 
Struktura obou sloučenin je znázorněna na obr. 12. 
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Obr. 12 Struktury antagonistů receptoru GHS-R1a JMV3002 a JMV4208. Struktury 
byly poskytnuty prof. Fehrentzem (IBMM, Montpellier, Francie). 
4.2 Testování analogů ghrelinu in vitro 
4.2.1 Vazebné experimenty 
4.2.1.1 Jodace ghrelinu 
Ghrelin byl jodován v laboratoři Radioizotopy, ÚOCHB AV ČR, v.v.i. (doc. 




I s použitím IodoGenu
TM
 dle 
pokynů výrobce dříve popsaným postupem (Elbert & Veselá 2010). Jodace probíhala 
v 0.1 M sodnofosfátovém pufru o pH 7.2 při pokojové teplotě po dobu 15 min, 
mono-jodovaný ghrelin byl separován pomocí RP-HPLC (jako mobilní fáze byl použit 
20-40% gradient acetonitrilu ve vodě s 1% kyselinou trifluoroctovou). Specifická 
aktivita [
125
I]ghrelinu byla přibližně 2000 Ci/mmol. Alikvoty purifikovaného 
jodovaného peptidu byly uchovávány při -20 °C a spotřebovány pro vazebné 
experimenty v průběhu jednoho měsíce. 
4.2.1.2 Kompetitivní a saturační vazebné experimenty 
Vazebné experimenty byly prováděny podle principů Motulského a Neubiga 
(Motulsky & Neubig 2002) s využitím membrán připravených z buněčné linie 
HEK293T s transfekovaným receptorem GHS-R1a (Multispan), případně membrán 
připravených z buněčné linie LLC-PK1 s transfekovaným receptorem GHS-R1a (dar 
od prof. Martineze, IBMM, Montpellier).  
Pro kompetitivní vazebné experimenty byl použit vazebný pufr (50 mM Tris 
o pH 7.4, 5 mM MgCl2, 2.5 mM
 
EDTA, 1 mg/ml BSA, 0.1 mg/ml BPTI), neznačené 
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 M a 
125
I-ghrelin s finální koncentrací 0.05
 
nM. Inkubace byla prováděna v celkovém objemu 
500 µl po dobu 45 minut za stálého míchání při laboratorní teplotě. Vazebná reakce byla 
ukončena přidáním vychlazeného vymývacího pufru (20 mMTris o pH 7.4, 10 mM 
MgCl2, 2.5 mM
 
EDTA, 0.015 % Triton X-100) následovaným rychlou filtrací 
na Brandelově přístroji přes GF/C filtry předem namočené ve vazebném pufru s 0.5 % 
PEI. Radioaktivita navázaná na buněčných membránách zachycených na filtrech byla 
změřena na γ-čítači (Wizard 1470 Automatic Gamma Counter). Experimenty byly vždy 
prováděny v duplikátech a opakovány nejméně třikrát. 
Saturační vazebné experimenty byly prováděny v prostředí stejného vazebného 
pufru jako kompetitivní experimenty, s použitím 
125
I-ghrelinu v rozmezí koncentrací 
0.05 – 1 nM a neznačeného ghrelinu pro určení nespecifické vazby v koncentraci 
10
-5
 M. Inkubace byla prováděna v celkovém objemu 500 µl po dobu 45 minut 
za stálého míchání při laboratorní teplotě. Vazebná reakce byla ukončena přidáním 
vychlazeného vymývacího pufru následovaným rychlou filtrací na Brandelově přístroji 
přes GF/C filtry předem namočené ve vazebném pufru s 0.5 % PEI. Radioaktivita 
navázaná na buněčných membránách zachycených na filtrech byla změřena na γ-čítači. 
Experimenty byly vždy prováděny v duplikátech. 
Pro vyhodnocení kompetitivních vazebných experimentů byl použit program 
GraphPad Prism 5. Byla využita metoda nelineární regrese za předpokladu jednoho 
vazebného místa. Hodnota rovnovážné disociační konstanty neznačeného ligandu (Ki) 
byla vypočítána pomocí rovnice Chenga a Prussofa (obr. 13) (Cheng & Prusoff 1973) 
s použitím rovnovážné disociační konstanty radioligandu (Kd) 0.1938 nM získané 
v saturačních vazebných experimentech. 
    
    
  
             
  
 
Obr. 13 Rovnice Chenga a Prussofa pro výpočet rovnovážné disociační konstanty 
neznačeného ligandu (Ki). Hodnoty IC50 se stanoví kompetitivními vazebnými 
experimenty, hodnoty Kd saturačními vazebnými experimenty.  
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4.2.2 Buněčná signalizace – funkční studie 
Funkční studie byly provedeny během stáže v laboratoři prof. Martineze 
na Institut des Biomolécules Max Mousseron v Motpellier ve Francii ve spolupráci 
s Celine M´Kadmi. 
4.2.2.1 Pěstování buněčné linie a transientní transfekce 
Buněčná linie HEK-293T byla pěstována v růstovém médiu DMEM Glutamax, 
do nějž byla přidána antibiotika (penicilin 50 U/ml, streptomycin 50 µg/ml), 
2 mM HEPES, 1 % neesenciálních aminokyselin a 10 % FBS. Buňky byly inkubovány 
při 37 °C v atmosféře obohacené 5 % oxidu uhličitého. 
Pro použití k funkčním studiím byly buňky transfekovány na 96-jamkových 
destičkách předem potažených poly-L-ornithinem. Reakční směs pro transfekci byla 
v souladu s protokolem poskytnutým výrobcem transfekčního činidla připravena 
ze 100 ng plazmidu GHS-R1a, 0.25 µl Lipofectaminu 2000 a 50 µl kultivačního média 
optiMEM a před přidáním k buňkám byla po dobu 20 min preinkubována 
při laboratorní teplotě. 
4.2.2.2 Akumulace inositolfosfátu  
Akumulace inositolfosfátu (IP1) byla stanovena s použitím IP-One HTRF kitu 
podle protokolu doporučeného výrobcem. Buňky HEK-293T transientně transfekované 
receptorem GHS-R1a (48 hod po transfekci, pěstované na 96-jamkové destičce, 50 000 
buněk na jamku) byly v prostředí stimulačního pufru dodaného jako součást kitu 
(10 mM
 
HEPES, 1 mM CaCl2, 0.5 mM MgCl2, 4.2 mM KCl, 146 mM NaCl, 5.5 mM 





 M v duplikátech po dobu 45 min při 37 °C.  
Hodnoty EC50 byly vypočítány s použitím programu GraphPad Prism 5. 
4.2.2.3 Mobilizace intracelulárního kalcia 
Sledování mobilizace intracelulárního kalcia bylo prováděno dle dříve 
popsaného postupu (Demange et al. 2007). Buňky HEK-293T transientně transfekované 
receptorem GHS-R1a byla pěstovány na 96-jamkových destičkách (80 000 buněk 
na jamku). Po 24 hod a dosažení 80-95 % konfluence byly promyty 150 µl reakčního 
pufru (HBSS, 0.5 % BSA, 20 mM
 
HEPES, 1 mM MgSO4, 1.3 mM
 
CaCl2, pH 7.4), poté 
byl k buňkám přidán 1 µM
 
fluorescenční indikátor kalcia Fluo-4AM připravený 
v reakčním pufru s přídavkem 0.06 % kyseliny pluronové. Po hodinové inkubaci při 
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37 °C ve tmě byl přebytek Fluo-4AM odstraněn dvojím promytím 100 µl reakčního 
pufru a k buňkám bylo přidáno 50 µl téhož pufru. Test byl prováděn pomocí 
FlexStation II, studované analogy byly k buňkám automaticky přidávány 




 M v triplikátech.  
Hodnoty EC50 byly vypočítány s použitím programu GraphPad Prism 5. 
4.3 Testování analogů ghrelinu in vivo 
4.3.1 Experimentální zvířata 
Myší samci inbredního kmene C57BL/6 (Charles River, Německo) byli chováni 
v akreditovaném zvěřinci ÚOCHB AV ČR, v.v.i., Praha v areálu ústavů Akademie věd 
v Krči při teplotě 22 ± 2 °C a rytmu světlo/tma 12/12 hodin (začátek světla 6:00), měli 
volný přístup k potravě i pitné vodě. Se zvířaty bylo zacházeno podle zákona o ochraně 
zvířat proti týrání (zákon č. 246/1992 Sb.). Myši byly krmeny standardní dietou St-1 
(Mlýn Kocanda, Jesenice, ČR), která obsahovala 66 % sacharidů, 25 % proteinů a 9 % 
tuků a jejíž energetická hodnota byla 3.4 kcal/g. 
4.3.2 Testování akutního účinku analogů ghrelinu na příjem potravy 
4.3.2.1 Testování agonistů receptoru GHS-R1a 
 Pro testování byli použiti myší samci kmene C57BL/6 ve stáří 12-15 týdnů. 
Před testem příjmu potravy byly myši syté a měly volný přístup k potravě, minimálně 
týden před experimentem byly umístěny v samostatných klecích. Bezprostředně před 
testem byla myším odebrána potrava. Injikování fyziologického roztoku, ghrelinu i 
agonistů GHS-R1a rozpuštěných ve fyziologickém roztoku bylo prováděno SC, 
v dávkách 0.1 – 10 mg/kg tělesné hmotnosti myši (objem 0.2 ml/myš). 15 minut 
po injikování testované látky byla myším podána předem zvážená potrava, která pak 
byla vážena každých 30 minut po dobu 8-10 hodin. Během pokusu měly myši volný 
přístup k pitné vodě. Podání každé dávky testovaného peptidu či pseudopeptidu bylo 
prováděno alespoň dvakrát, každá experimentální skupina čítala alespoň 5 myší. 
4.3.2.2 Testování antagonistů receptoru GHS-R1a 
Pro testování byli použiti hladoví myší samci kmene C57BL/6 ve stáří 12-15 
týdnů. Minimálně týden před experimentem byly myši umístěny v samostaných klecích, 
17 hodin před testem jim byla odebrána potrava a ponechán volný přístup k pitné vodě. 
Testovaní triazoloví antagonisté receptoru GHS-R1a jsou nerozpustní ve vodě, byli 
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proto rozpouštěni v 50% roztoku polyethylenglykolu 300 ve fyziologickém roztoku 
(dále jen 50% PEG). Jednotlivým skupinám myší byl SC injikován 50% PEG nebo 
jeden z testovaných antagonistů v dávce 1, 5, 10 či 20 mg/kg tělesné hmotnosti myši 
(objem 0.2 ml/myš). 15 minut po injikování testované látky byla myším podána předem 
zvážená potrava, která pak byla vážena každých 30 minut po dobu 5 hodin. Během 
pokusu měly myši volný přístup k pitné vodě. Podání každé dávky testovaného 
antagonisty receptoru GHS-R1a bylo prováděno alespoň dvakrát, každá experimentální 
skupina čítala alespoň 6 myší.  
4.3.2.2.1 Koadministrace JMV3002 a ghrelinu 
Sytým 15-týdenním samcům myšího kmene C57BL/6 byl SC injikován 
fyziologický roztok, ghrelin, JMV3002 nebo JMV3002 společně s ghrelinem (obě látky 
vždy v dávce 5 mg/kg tělesné hmotnosti myši, objem 0.2 ml/myš, n = 5 myší na 
skupinu). 15 minut po injikování testovaných látek byla myším podána předem zvážená 
potrava, která pak byla vážena každých 30 minut po dobu 9 hodin. Během pokusu měly 
myši volný přístup k pitné vodě. 
4.3.2.3 Statistické zpracování dat získaných v krátkodobých experimentech in 
vivo 
Získané hodnoty jsou uvedeny jako průměrná hodnota ± střední chyba průměru. 
Pro jejich statistické vyhodnocení byla použita metoda one-way ANOVA (jednocestná 
analýza rozptylu) s následným Dunnettovým post-hoc testem nebo metoda two-way 
ANOVA (dvojcestná analýza rozptylu) s následným Bonferroniho post-hoc testem 
(program GraphPad Prism 5). Rozdíly byly považovány za statisticky významné 
v případě, že P < 0.05. 
Hodnoty ED50 byly stanoveny pomocí programu GraphPad Prism 5 jako dávky 
příslušných analogů potřebné k vyvolání poloviny maximálního efektu v čase 250 min 
od injekce daného analogu v případě agonistů GHS-R1a, v čase 45 min od injekce 
v případě antagonistů GHS-R1a. 
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4.3.3 Testování účinků analogů ghrelinu po dlouhodobém podávání  
4.3.3.1 Účinky 10-denního podávání JMV1843 štíhlým myším  
4.3.3.1.1 Vliv JMV1843 na příjem potravy a tělesnou hmotnost 
Myší samci kmene C57BL/6 vě věku 16 týdnů byli náhodně rozděleni do skupin 
čítajících deset zvířat a týden před začátkem experimentu byli umístěni v samostatných 
klecích s volným přístupem k vodě a potravě. V průběhu pokusu byl jednotlivým 
skupinám myší dvakrát denně (v 8:00 a 18:00 hod) po dobu 10 dnů SC injikován buďto 
fyziologický roztok, nebo JMV1843 rozpuštěný ve fyziologickém roztoku, a to v dávce 
5 nebo 10 mg/kg tělesné hmotnosti myši (objem 0.2 ml/myš). Celková denní dávka 
testovaného agonisty tedy činila 10 nebo 20 mg/kg tělesné hmotnosti myši. Souběžně 
s probíhajícím experimentem byl jednou denně monitorován příjem potravy a tělesná 
hmotnost myší. 
4.3.3.1.2 Odběr krve a tkání po 10-denním podávání  
Na konci experimentu byly syté myši usmrceny cervikální dislokací a byla jim 
odebrána krev. Z plné krve byla připravena plazma (EDTA 1.3 mg/ml krve, 
centrifugace 3000 x g, 15 minut při 10 °C), která byla v alikvotech uchována při -20 °C. 
Myším byla odebrána tuková tkáň – podkožní (SCAT), intraperitoneální (IPAT; 
nitrobřišní a gonadální), perirenální a hnědý (BAT) tuk. Dále byla odebrána játra a 
vzorek svalové tkáně (musculus gastrocnemius). Tkáně byly zváženy, zmrazeny 
v tekutém dusíku a do dalšího použití uchovány při -70 °C. Mozky byly po vyjmutí 
na 1 minutu vloženy do isopentanu vychlazeného na -20 °C, zmrazeny na suchém ledu a 
do dalšího použití uchovány při -70 °C. 
4.3.3.1.3 Stanovení biochemických parametrů v plazmě  
Plazmatické hladiny inzulínu a adiponektinu byly stanoveny pomocí RIA kitů, 
plazmatické hladiny leptinu a IGF-1 pomocí ELISA kitů. Hladiny glukózy byly měřeny 
glukometrem. Všechna stanovení byla prováděna v souladu s protokoly doporučenými 
výrobci. 
4.3.3.1.4 Stanovení exprese mRNA v tukové a svalové tkáni 
Vzorky tukové tkáně (BAT a IPAT) a svalové tkáně byly homogenizovány 
v MagNA Lyser homogenizátoru s použitím MagNA Lyser Green Beads. Celková RNA 
byla extrahována z homogenizovaných vzorků pomocí MagNA Pure Compact RNA 
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Isolation (Tissue) Kitu na automatickém izolátoru MagNA Pure Compact Instrument 
dle pokynů výrobce. Koncentrace extrahované RNA byla stanovena z absorbance 
při 260 nm a její integrita byla ověřena elektroforézou v 1% agarózovém gelu. 0.25 µg 
celkové RNA bylo s použitím náhodných primerů přepsáno do cDNA pomocí 
High-Capacity cDNA Reverse Transription Kitu dle návodu výrobce. Exprese mRNA 
byla stanovena pomocí PCR systému ABI PRISM 7500 Real-Time PCR Instrument. 
Součástí reakční směsi byl 1 µg cDNA, TaqMan® Universal PCR Master Mix, 12.5 µl 
NO AmpErase® UNG a 1.25 µl specifické hydrolyzační sondy TaqMan® Gene 
Expression Assays. PCR amplifikace probíhala v celkovém objemu reakční směsi 25 µl 
v prostředí vody prosté nukleas, za standardních podmínek (50 °C 2 min, iniciační 
denaturace 95 °C 10 min, následovaná 40 cykly, v nichž annealing probíhal při 60 °C 
1 min a hydrolýza při 95 °C 15 s). Jako vnitřní standard pro kompenzaci množství RNA 
použitého v reakci a pro korekci účinnosti reverzní transkripce a PCR byl použit 
β2-mikroglobulin (B2M), případně 18S rRNA. Míra exprese byla vyjádřena jako 
relativní genová exprese a byla vypočítána pomocí vzorce 2
-∆Ct
, kde Ct (treshold cycle) 
je minimální počet cyklů, při němž fluorescence vzorku překročí prahovou hodnotu.  
V BAT byla sledována exprese UCP-1 (uncoupling protein 1), v IPAT byla 
sledována exprese ACACA (acetyl-CoA karboxyláza 1), FASN (syntáza mastných 
kyselin), LPL (lipoproteinová lipáza), SCD (stearoyl-CoA desaturáza 1) a UCP-2. 
Ve svalové tkáni byla sledována exprese myostatinu, myogeninu, MHC4 (těžký řetězec 
myosinu 4) a IGF-1 (růstový faktor podobný inzulínu). 
Exprese mRNA byly stanovovány v Laboratoři molekulární diabetologie a 
obezitologie na 3. interní klinice 1. Lékařské fakulty Univerzity Karlovy a Všeobecné 
fakultní nemocnice ve spolupráci s RNDr. Zdenou Lacinovou a Miloslavou Čechovou. 
4.3.3.1.5 Stanovení exprese mRNA v mozku 
200 µm silné koronální řezy byly krájeny pomocí kryotomu (počátek krájení 
1.25 mm od bregmy), nataženy na podložní skla a na 50 s ponořeny do absolutního 
ethanolu. Bezprostředně poté byl pod mikroskopem žiletkou vyříznut mediobazální 
hypothalamus, jehož tkáň byla homogenizována v RNA extrakčním lyzačním pufru a 
do extrakce RNA uchována při -70 °C. Izolaci medibazálního hypothalamu prováděli 
PharmDr. Zdeno Pirník, PhD. a RNDr. Alexander Kiss, DrSc. z Ústavu experimentálnej 
endokrinológie SAV v Bratislavě. 
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Celková RNA byla z homogenizované tkáně izolována s použitím RNAqueous 
Micro Kitu. Koncentrace extrahované RNA byla stanovena z absorbance při 260 nm a 
její integrita byla ověřena elektroforézou v 1% agarózovém gelu. Získaná RNA byla 
přepsána do cDNA pomocí High-Capacity cDNA Reverse Transription Kitu s použitím 
náhodných primerů. Exprese mRNA byla stanovena pomocí PCR systému ABI PRISM 
7000 Sequence Detector s použitím TaqMan produktů pro stanovování genové exprese 
od firmy Applied Biosystems (viz oddíl 4.3.3.1.4), za standardních podmínek (95 °C 
10 min, 40 cyklů 95 °C 15s a 60 °C 1 min). Jako vnitřní standard pro kompenzaci 
množství RNA použitého v reakci a pro korekci účinnosti reverzní transkripce a PCR 
byla použita glyceraldehyd-3-fosfát dehydrogenáza (GAPDH). Míra exprese byla 
vyjádřena jako relativní genová exprese. 
V mediobazálním hypothalamu byla sledována exprese neuropeptidu Y (NPY) a 
agouti-related proteinu (AgRP).  
Exprese mRNA byly stanovovány na Ústavu normální, patologické a klinické 
fyziologie 3. lékařské fakulty Univerzity Karlovy (doc. Ing. Jana Jurčovičová, CSc., 
PharmDr. Andrea Štofková, PhD.). 
4.3.3.2 Účinky 14-denního podávání JMV3002 a JMV4208 obézním myším  
4.3.3.2.1 Myší model obezity indukované podáváním vysokotukové diety 
Model obezity indukované dietou (DIO) byl zaveden u myších samců kmene 
C57BL/6. Do 8. týdne věku konzumovaly myši standardní dietu (St-1), od 8. týdne věku 
pak dietu vysokotukovou (HF, z angl. high fat). HF dieta byla složena ze 40 % 
standardní diety St-1, 34 % Sunaru, 25 % vepřového sádla a 1 % kukuřičného škrobu 
(Kopecký et al. 1996). Dieta obsahovala 13 % proteinů, 27 % sacharidů a 60 % tuků a 
její energetická hodnota činila 5.3 kcal/g (energetická hodnota St-1 diety je 3.4 kcal/g). 
Do 20. týdne věku myší byl pravidelně jednou týdně sledován příjem potravy a 
přírůstek hmotnosti myší. Myši rezistentní vůči vzniku obezity indukované dietou 
(přibližně 15 % myší krmených HF dietou) byly z experimentu vyřazeny. Průměrná 
tělesná hmotnost DIO myší použitých pro následující experimenty byla 47 g, přičemž 
průměrná tělesná hmotnost štíhlých myších samců kmene C57BL/6 stejného věku se 
pohybuje mezi 25-30 g. 
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4.3.3.2.2 Vliv JMV3002 a JMV4208 na příjem potravy a tělesnou hmotnost 
Týden před začátkem dlouhodobého experimentu byly myši náhodně rozděleny 
do skupin čítajících deset zvířat a byly umístěny do samostatných klecí s volným 
přístupem k HF dietě a pitné vodě. V průběhu pokusu byl jednotlivým skupinám myší 
dvakrát denně (v 8:00 a 18:00 hod) po dobu 14 dnů SC injikován buďto 50% PEG, nebo 
jeden z antagonistů GHS-R1a JMV3002 či JMV4208 rozpuštěný v 50% PEG, a to 
v dávce 10 nebo 20 mg/kg tělesné hmotnosti myši (objem 0.2 ml/myš). Souběžně 
s probíhajícím experimentem byl jednou denně monitorován příjem potravy a tělesná 
hmotnost myší. Mimoto byly zavedeny dvě skupiny tzv. párově krmených myší (angl. 
pair-fed) ke skupinám, jimž byla injikována vyšší dávka JMV3002 či JMV4208. Párově 
krmené myši dostávaly přesně stejné množství potravy, jaké konzumovala skupina myší 
po injekci JMV3002 či JMV4208 v příslušný den dlouhodobého pokusu na příjem 
potravy. Všechny myši měly během celého pokusu volný přístup k vodě. 
4.3.3.2.3 Odběr krve a tkání po 14-denním podávání 
Na konci experimentu byly hladové myši (hladovění po dobu 17 hod přes noc) 
usmrceny cervikální dislokací a byla jim odebrána krev, z níž byla standardním 
postupem připravena plazma. Myším byla odebrána tuková tkáň, svalová tkáň a játra; 
vzorky tkání byly zpracovány, jak je popsáno v oddíle 4.3.3.1.2. 
4.3.3.2.4 Stanovení biochemických parametrů v plazmě 
Plazmatické hladiny inzulínu a adiponektinu byly stanoveny pomocí RIA kitů, 
plazmatické hladiny leptinu pomocí ELISA kitu. Hladiny glukózy byly měřeny 
glukometrem. Plazmatické hladiny triglyceridů byly stanoveny kvantitativní 
enzymatickou reakcí. Všechna stanovení byla prováděna v souladu s protokoly 
doporučenými výrobci. 
4.3.3.2.5 Stanovení exprese mRNA v tukové tkáni a játrech 
Metodika stanovení expresí mRNA v tukové tkáni (BAT, SCAT, IPAT) a 
játrech byla shodná s metodikou popsanou v oddíle 4.3.3.1.4. 
V BAT byla sledována exprese UCP-1, ve SCAT a IPAT byla sledována exprese 
ACACA, FASN, LPL, adiponektinu, leptinu a FABP-4 (protein vázající mastné 
kyseliny). V játrech byla stanovena exprese ACACA, FASN, PEPCK (fosfoenolpyruvát 
karboxykináza), SREBP (protein vázající sterolový regulační element) a CPT-1 
(karnitinpalmitoyl transferáza 1). 
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4.3.3.2.6 Stanovení exprese mRNA v mozku 
Metodika stanovení expresí mRNA v tukové tkáni (BAT, SCAT, IPAT) a 
játrech byla shodná s metodikou popsanou v oddíle 4.3.3.1.5. 
V mediobazálním hypothalamu byla sledována exprese NPY, AgRP a POMC.  
4.3.3.3 Statistické vyhodnocení dat získaných v dlouhodobých experimentech 
Získané hodnoty jsou uvedeny jako průměrná hodnota ± střední chyba průměru. 
Pro jejich statistické vyhodnocení byl použit program GraphPad Prism 5. Použitá 
statistická metoda – one-way ANOVA (jednocestná analýza rozptylu) následovaná 
Dunnettovým post-hoc testem, two-way ANOVA (dvojcestná analýza rozptylu) 
následovaná Bonferroniho post-hoc testem, nebo t-test – je vždy uvedena u příslušných 
výsledků. Rozdíly byly považovány za statisticky významné, pokud P < 0.05. 
4.4 Farmakokinetika 
4.4.1 Farmakokinetika vybraných peptidových analogů ghrelinu  
Farmakokinetika byla testována po periferním podání potkanům. Potkaní samci 
kmene Wistar (Harlan, Itálie) byli chováni v akreditovaném zvěřinci Fyziologického 
ústavu AV ČR, v.v.i., Praha při teplotě 22 ± 2 °C a rytmu světlo/tma 12/12 hodin 
(začátek světla 6:00), měli volný přístup k potravě i pitné vodě. Potkani byli krmeni 
standardní dietou St-1. 
Pro určení množství vybraných analogů ghrelinu v krvi byl potkanům SC 
injikován peptid v dávce 5 mg/kg (n = 3 potkani na skupinu). Před injekcí a poté v čase 
30 min, 1, 2, 4 a 8 hodin po injekci byla potkanům odebrána krev z ocasní žíly, která 
byla dále zpracována na plazmu. Hladiny analogů ghrelinu v krvi byly změřeny pomocí 
ELISA kitu podle protokolu poskytnutého výrobcem. 
4.4.2 Stabilita a farmakokinetika JMV1843 
Pro zjištění stability JMV1843 v myším séru in vitro byla do krevního séra 
dospělých myších samců kmene C57BL/6 přidána sloučenina JMV1843 do finální 
koncentrace 10
- 6
 M, sérum bylo inkubováno při 37 °C. Vzorky séra byly odebírány 
v časech 30 min, 1, 2, 4, 8, 24, 48, 72, 96 a 144 hodin od počátku inkubace, 
bezprostředně po odebrání byly zmrazeny a uchovány při -20 °C. 
Pro měření farmakokonetiky in vivo bylo myším samcům C57BL/6 SC 
injikováno 0.2 ml JMV1843 ve fyziologickém roztoku, a to v dávce 5 nebo 10 mg/kg 
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tělesné hmotnosti myši (3 myši na skupinu). Myši byly usmrceny cervikální dislokací 
v časech 10 min, 30 min, 1, 2, 4 a 8 hodin po injekci a byla jim odebrána krev. Z plné 
krve bylo po oddělení krevního koláče připraveno krevní sérum (centrifugace 3000 x g, 
15 min při 10 °C), které bylo uchováno při -20 °C. 
JMV1843 byl ze vzorků séra z obou popsaných experimentů extrahován 
s použitím dříve popsané metody precipitace proteinů acetonitrilem (Hatziieremia et al. 
2007). Koncentrace JMV1843 ve vzorcích byla stanovena pomocí kapalinové 
chromatografie spojené s hmotnostní spektrometrií (LC-MS). LC-MS systém byl tvořen 
kapalinovým chromatografem Alliance HPLC a hybridním hmotnostním spektrometrem 
Q-TOF-Micro. Ke chromatografické separaci byla použita kolona Discovery HS C18 
(velikost částic sorbentu 5 µm, vnitřní rozměry kolony 50 x 2.1 mm). Mobilní fáze A 
byla tvořena 0.1 % kyselinou mravenčí ve vodě, mobilní fáze B byla tvořena 0.1 % 
kyselinou mravenčí v acetonitrilu. Pro separaci analytu byl použit gradient 5 - 100 % 
mobilní fáze B. 
LC-MS analýza byla prováděna ve spolupráci s doc. RNDr. Dr. Davidem 
Sýkorou z Ústavu analytické chemie VŠCHT Praha. 
4.4.3 Farmakokinetika JMV3002 a JMV4208 
Pro měření farmakokonetiky in vivo bylo myším samcům C57BL/6 SC 
injikováno 0.2 ml JMV3002 nebo JMV4208 v 50% PEG, a to v dávce 5 mg/kg tělesné 
hmotnosti myši (3 myši na skupinu). Myši byly usmrceny cervikální dislokací v časech 
30 min, 1, 2, 4 a 8 hodin po injekci a byla jim odebrána krev. Z plné krve byla 
připravena krevní plazma, která byla uchována při -20 °C. 
Analyzované sloučeniny byly ze vzorků plazmy extrahovány pomocí precipitace 
proteinů acetonitrilem a podrobeny LC-MS analýze. LC-MS systém byl tvořeny 
kapalinovým chromatografem Agilent 1200 LC a hmotnostním spektrometrem 
API 3200. Ke chromatografické separaci byla použita kolona Eclipse Plus C18 (velikost 
částic sorbentu 5 µm, vnitřní rozměry kolony 50 x 2.1 mm) s předkolonou o rozměrech 
12.5 x 2.1 mm naplněnou stejným sorbentem. 
LC-MS analýza byla prováděna ve spolupráci s doc. RNDr. Dr. Davidem 
Sýkorou z Ústavu analytické chemie VŠCHT Praha. 
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5 VÝSLEDKY 
5.1 Dlouhodobě působící peptidoví agonisté receptoru GHS-R1a 
5.1.1 První série stabilních peptidových agonistů GHS-R1a s prodlouženým 
orexigenním účinkem  
Nové analogy ghrelinu, o nichž je pojednáváno v dalších oddílech této kapitoly, 
vycházejí ze struktury námi dříve publikovaných agonistů GHS-R1a (Maletínská et al. 
2012). V této první sérii analogů byl ghrelin modifikován záměnou Ser
3
 
za diaminopropionovou kyselinu, což umožnilo navázání oktanoylu stabilní amidovou 
vazbou a tedy ochranu molekuly před hydrolýzou esterázami. Dalšími modifikacemi, 





 nekódovými aminokyselinami naftylalaninem nebo 
cyklohexylalaninem.  
Analogy byly testovány ve vazebných studiích na buněčných membránách 
z buněk LLC PK-1 s transfekovaným receptorem GHS-R1a; všechny analogy se vázaly 




, přičemž nejlepší vazbu vykazovaly 
analogy s naftylalaninem v pozici 4 (tab. 2).  
Při testech příjmu potravy po SC podání myším bylo zjištěno, že analogy mají 
signifikantní účinek na zvýšení příjmu potravy ve srovnání s kontrolní skupinou; navíc 
účinek analogů s nekódovými aminokyselinami trval podstatně déle než účinek ghrelinu 
a byl také výraznější (tab. 2, obr. 13). Analogy také oproti ghrelinu vykazovaly 
významně vyšší stabilitu při inkubaci v myší krevní plazmě (obr. 14). 
Tab. 2 Struktura a biologické vlastnosti analogů ghrelinu 
 Analog Ki [nM] – vytěsnění 
125
I ghr ED50 (mg/kg) – orexigenní efekt  
1 Ghrelin 3.67 ± 1.05 2.39 ± 1.07 
2 [Dpr
3





























]ghrelin 2.70 ± 1.42 0.46 ± 2.07 
Hodnoty jsou uvedeny jako průměr ± SEM z alespoň tří nezávislých experimentů. Ki 
byly vypočítány podle rovnice Chenga a Prusoffa s použitím hodnoty Kd 0.44 nM. ED50 
byly stanoveny 250 min po SC podání analogů v dávkách 0.1 - 10 mg/kg myším (n=5-6). 
60 
 
Obr. 13 Účinek analogů ghrelinu na příjem potravy po podání štíhlým sytým myším. 
Peptidy byly podávány SC v dávce 5 mg/kg, příjem potravy byl monitorován po dobu 
6 hodin po podání peptidů a je vyjádřen v g zkonzumované potravy (průměr ± SEM, n = 
5-6 myší). P < 0.05 (ghrelin vs. fyziologický roztok), P < 0.001 (analogy s nekódovými 
aminokyselinami vs. fyziologický roztok). 
 
Obr. 14 Degradační profil analogů ghrelinu v myší krevní plazmě. Analogy byly 
inkubovány v plazmě v koncentraci 1 μM, vzorky odebrané ve vyznačených časových 
intervalech byly podrobeny LC-MS analýze. Data jsou vyjádřena jako změna počáteční 
plochy píku, která je úměrná koncentraci látek v krvi. 
61 
5.1.2 Syntéza peptidových agonistů GHS-R1a 
Byla syntetizována série dlouhodobě působících stabilních agonistů GHS-R1a, 
u nichž byl N-terminální Gly nahrazen sarkosinem a Ser
3
 diaminopropionovou 
kyselinou. Dále byla provedena jedna nebo více z následujících modifikací, jejichž 
cílem bylo zejména zvýšit stabilitu molekul a zlepšit jejich průchod hematoencefalickou 
bariérou: 
 oktanová kyselina na Dpr3 byla nahrazena mastnou kyselinou s delším řetězcem 
(dekanová, myristová, palmitová), nenasycenou mastnou kyselinou (undecynová, 
decenová) nebo dalšími kyselinami (adamantanoctová, bromoktanová) 
 do struktury byla začleněna druhá mastná kyselina – palmitoyl připojený 
na sekundární aminoskupinu lysinu v C-koncové části molekuly (u analogů s plnou 
délkou řetězce na Lys
24
, u zkrácených analogů na Lys
16
) 
 bylo obměněno aminokyselinové složení (záměna Phe4 za naftylalanin, 
cyklohexylalanin, tercbutylalanin, nitrofenylalanin či dichlorofenylalanin)  
 byl zkrácen peptidový řetězec (18 aminokyselin od N-konce sekvence ghrelinu) 
 Čistota a identita peptidů byla ověřena pomocí HPLC a MS, čistota byla vyšší 
než 95 %. Aminokyselinové sekvence všech peptidů jsou uvedeny v tab. 3.  
Význam zkratek v této tabulce:  
1-ada: 1-adamantanacetyl; 8-bromooct: 8-bromooktanoyl; Cha: cyklohexylalanin; 
dec: dekanoyl; 9-decen: 9-decenoyl; Dpr: diaminopropionová kyselina; myr: myristoyl; 
Nal: naftylalanin; oct: oktanoyl; palm: palmitoyl; PheCl2: dichlorfenylalanin; PheNO2: 
nitrofenylalanin; Sar: sarkosin; tBu: tercbutylalanin; 10-undecyn:10-undecynoyl. 
5.1.3 Testování peptidových agonistů GHS-R1a in vitro 
Kompetitivní vazebné studie s analogy ghrelinu byly prováděny na buněčných 
membránách připravených z buněk s transfekovaným receptrorem GHS-R1a s použitím 
dříve optimalizovaných experimentálních podmínek (Maletínská et al. 2012).  
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I-ghrelin byl vytěsňován vzrůstající koncentrací neznačených analogů 
ghrelinu. Reprezentativní vazebné křivky jsou znázorněny na obr. 15-17. Z těchto 
křivek byly získány hodnoty IC50, které byly použity k výpočtu Ki dle rovnice Chenga a 
Prusoffa s využitím hodnoty Kd 0.1938 nM získané v saturačních vazebných 
experimentech na membránách s transfekovaným receptorem GHS-R1a. Výsledné 
hodnoty Ki jsou shrnuty v tab. 4 spolu s přepočtem na % vazby ghrelinu. 
Tab. 3 Struktura peptidových agonistů receptoru GHS-R1a 













































































































































































]ghrelin 1-18 (Sar)S(Dpr-N-myr)FLSPEHQKAQQRKES 
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Obr. 15 Kompetitivní vazebné křivky 
125
I-ghrelinu a peptidových analogů ghrelinu 
na membránách buněk s transfekovaným receptorem GHS-R1a – analogy 
s modifikací v pozici 4 (Cha, Nal) a různě dlouhými mastnými kyselinami. 
125
I-ghrelin 
byl vytěsňován vzrůstající koncentrací neznačených peptidů. Typické vazebné křivky 
jsou vyneseny jako % specifické vazby (po odečtení nespecifické vazby v přítomnosti 
10
-5 
M ghrelinu) v závislosti na logaritmu koncentrace peptidů. 
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Obr. 16 Kompetitivní vazebné křivky 
125
I-ghrelinu a peptidových analogů ghrelinu 
na membránách buněk s transfekovaným receptorem GHS-R1a – analogy 
s modifikací v pozici 4 (tBu, PheNO2, PheCl2) a/nebo různými mastnými kyselinami . 
125
I-ghrelin byl vytěsňován vzrůstající koncentrací neznačených peptidů. Typické 
vazebné křivky jsou vyneseny jako % specifické vazby (po odečtení nespecifické vazby 
v přítomnosti 10
-5 
M ghrelinu) v závislosti na logaritmu koncentrace peptidů. 
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Obr. 17 Kompetitivní vazebné křivky 
125
I-ghrelinu a peptidových analogů ghrelinu 
na membránách buněk s transfekovaným receptorem GHS-R1a – analogy se dvěma 
mastnými kyselinami a zkrácené analogy s jednou nebo dvěma mastnými kyselinami. 
125
I-ghrelin byl vytěsňován vzrůstající koncentrací neznačených peptidů. Typické 
vazebné křivky jsou vyneseny jako % specifické vazby (po odečtení nespecifické vazby 
v přítomnosti 10
-5 
M ghrelinu) v závislosti na logaritmu koncentrace peptidů. 
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Všechny testované analogy ghrelinu se vázaly s vysokou afinitou na buněčné 
membrány z buněk s transfekovaných receptorem GHS-R1a. S afinitou srovnatelnou 
s ghrelinem se vázaly analogy č. 2, 4, 5, 7, 8, 9, 12, 17, 18, 21, 23, 25, 26, s vyšší 










Tab. 4 Afinita analogů ghrelinu k receptoru GHS-R1a.  
 Analog Ki [nM] % vazby ghrelinu 
 Ghrelin 1.15 ± 0.20 100 
 [Dpr
3










































































































































































]ghrelin 1-18 3.38 ± 0.90 34 
125
I-ghrelin byl vytěsňován vzrůstající koncentrací neznačených peptidů. Hodnoty Ki 
jsou uvedeny jako průměr ± SEM alespoň ze tří experimentů, mimo analogu č. 19, který 
byl z důvodu nedostatku peptidu testován pouze jednou.  
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Dále byly vybrané analogy ghrelinu testovány ve funkčních studiích sledujících 
aktivaci signalizačních drah ghrelinu. Testované analogy působily srovnatelně 
s ghrelinem (případně [Dpr
3
]ghrelinem) na mobilizaci intracelulárního kalcia a aktivaci 
inositolfosfátové kaskády (tab. 5). 
Tab. 5 Akumulace inositolfosfátu (IP1) a uvolňování Ca
2+ 
 Analog IP1 – EC50 [nM] Ca
2+
 - EC50 [nM] 
 Ghrelin NT 3.32 
 [Dpr
3




















































]ghrelin 4.25 NT 
NT: netestováno. 
5.1.4 Testování peptidových agonistů GHS-R1a in vivo 
Akutní orexigenní účinek testovaných peptidů byl sledován po periferním (SC) 
podání štíhlým sytým myším samcům s použitím dávek 0.1 – 10 mg/kg tělesné 
hmotnosti myši; kumulativní příjem potravy byl monitorován po dobu 8 – 10 hodin. 
Všechny testované peptidy zvyšovaly příjem potravy v závislosti na dávce, a to 
ve většině případů srovnatelně nebo účinněji než ghrelin, případně [Dpr
3
]ghrelin.  
Tab. 6 uvádí hodnoty ED50 (dávky příslušných analogů potřebné k vyvolání 
poloviny maximálního efektu), které byly stanoveny v čase 250 min od injekce daného 
analogu, tedy v čase největšího účinku. Dále je v tab. 6 uveden maximální efekt 
jednotlivých analogů v čase 480 min od podání vztažený na maximální účinek 
[Dpr
3
]ghrelinu ve stejném čase od podání.  
Na obr. 18 – 19 je pak porovnán orexigenní účinek jednotlivých analogů 
injikovaných v dávce 5 mg/kg tělesné hmotnosti myši. Obr. 20 uvádí příklady závislosti 
příjmu potravy na dávce pro vybrané analogy. 
Orexigenní působení všech testovaných analogů bylo dlouhodobé, účinek trval 
po celou dobu experimentu, tedy minimálně 8 hodin. 
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Tab. 6 Biologická aktivita analogů ghrelinu in vivo – účinek na příjem potravy 
po periferním podání štíhlým sytým myším 
 Analog ED50 [mg/kg] max. efekt [% Dpr
3
ghr] 
 Ghrelin 2.39 106.5 
 [Dpr
3










































































































































































]ghrelin 1-18 NT 128.54 
Příjem potravy byl sledován 480-600 min po injekci látky. ED50 jsou hodnoceny 
250 min po podání látek v různých dávkách. Maximální efekt na příjem potravy je 
hodnocen 480 min po podání látek v dávce 5 mg/kg. NT: netestováno. 
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Obr. 18 Akutní účinek analogů ghrelinu na příjem potravy po periferním podání 
štíhlým sytým myším kmene C57BL/6. Analogy byly rozpuštěny ve fyziologickém 
roztoku a podávány v dávce 5 mg/kg. Kumulativní příjem potravy byl monitorován po 
dobu 8-10 hodin a je vyjádřen v g zkonzumované potravy jako průměr ± SEM (n = 5-6 
myší na skupinu). Data byla analyzována metodou one-way ANOVA s následným 
Dunnettovým post-hoc testem. * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 oproti kontrolní 
skupině (fyziologický roztok).  
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Obr. 19 Akutní účinek analogů ghrelinu na příjem potravy po periferním podání 
štíhlým sytým myším kmene C57BL/6. Analogy byly rozpuštěny ve fyziologickém 
roztoku a podávány v dávce 5 mg/kg. Kumulativní příjem potravy byl monitorován po 
dobu 8-10 hodin a je vyjádřen v g zkonzumované potravy jako průměr ± SEM (n = 5-6 
myší na skupinu). Data byla analyzována metodou one-way ANOVA s následným 
Dunnettovým post-hoc testem. * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 oproti kontrolní 
skupině (fyziologický roztok). 
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]ghrelin (B) byly SC 
podávány štíhlým sytým myším C57BL/6 v dávkách 0.1-10 mg/kg tělesné hmotnosti 
myši. Příjem potravy je vyjádřen v g zkonzumované potravy jako průměr ± SEM (n = 
5-6 myší na skupinu). Data byla analyzována metodou one-way ANOVA s následným 











]ghrelinu byla sledována 





]ghrelin měl významně zvýšenou stabilitu v krvi ve srovnání 
s [Dpr
3
]ghrelinem; jeho biologický poločas v krvi činil více než 8 hodin. 
 
Obr. 21 Degradační profil vybraných analogů ghrelinu in vivo po podání potkanům. 
Obě testované látky byly podány SC v dávce 5mg/kg, ve vyznačených časových 
intervalech byly odebírány vzorky krve. n = 3 potkani na skupinu. 
 
Vybraní stabilní peptidoví agonisté GHS-R1a popsaní v tomto oddíle jsou 
součástí patentu č. PV 2014-429 (Dlouhodobě působící stabilní analogy ghrelinu k léčbě 
kachexie); patentová přihláška byla podána v červnu 2014. 
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5.2 Pseudopeptidový agonista GHS-R1a JMV1843 
Výsledky uvedené v tomto oddíle byly publikovány v článku „Ghrelin agonist 
JMV1843 increases food intake, body weight and expression of orexigenic 
neuropeptides in mice“ (Holubová et al. 2013). 
5.2.1 Akutní účinek JMV1843 na příjem potravy 
Akutní orexigenní účinek JMV1843 po periferním (SC) podání štíhlým sytým 
myším byl sledován s použitím dávek 0.01 – 10 mg/kg tělesné hmotnosti myši. Bylo 
zjištěno, že JMV1843 zvyšuje příjem potravy v závislosti na dávce, hodnota ED50 
v čase 250 min po podání JMV1843 byla stanovena na 1.94 mg/kg. Dávky 5 a 10 mg/kg 
způsobily více než pětinásobný nárůst příjmu potravy oproti kontrolní skupině, jíž byl 
podáván fyziologický roztok. Výsledky akutního testu na příjem potravy znázorňuje 
obr. 22. 
 
Obr. 22 Akutní účinek JMV1843 na příjem potravy po jednorázovém periferním 
podání štíhlým sytým myším kmene C57BL/6. JMV1843 byl rozpuštěn ve fyziologickém 
roztoku a podáván SC v dávkách 0.01, 0.1, 1, 5 a 10 mg/kg (n = 6). Příjem potravy byl 
monitorován po dobu 5 hodin po injekci a je vyjádřen v gramech zkonzumované potravy 
jako průměr ± SEM. Data byla analyzována metodou two-way ANOVA následovanou 
Bonferroniho post-hoc testem. * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 oproti kontrolní 
skupině (fyziologický roztok). 
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5.2.2 Stabilita a farmakokinetika JMV1843 
JMV1843 vykazoval dobrou stabilitu in vitro; při inkubaci v myším krevním 
séru při teplotě 37 °C zůstávala jeho koncentrace po dobu 24 hodin prakticky 
nezměněna a na polovinu původní hodnoty poklesla přibližně po 60 hodinách 
(obr. 23A). Po SC podání myším rychle vstoupil do krevního oběhu, byl nicméně téměř 
zcela eliminován z krve po 2 hodinách od aplikace, s poločasem 21 min pro dávku 
5 mg/kg a 23 min pro dávku 10 mg/kg (obr. 23B). 
 
Obr. 23 Degradační profil JMV1843 v myším krevním séru in vitro (A) a in vivo po 
podání myším (B). A) Myší sérum, do nějž byl přidán JMV1843 do finální koncentrace 
10
-6
M, bylo inkubováno při 37 °C po dobu vyznačenou na grafu. Získané koncentrace 
JMV1843 jsou vyjádřeny v procentech počáteční koncentrace. B) JMV1843 byl SC 
podán myším (n = 3) v koncentracích 5 a 10 mg/kg. Myši byly usmrceny v časových 
intervalech vyznačených na grafu a byla jim odebrána krev. Vzorky z obou pokusů byly 
připraveny precipitací proteinů acetonitrilem a podrobeny LC-MS analýze. 
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5.2.3 Účinky JMV1843 po dlouhodobém podávání štíhlým myším 
Na základě výsledků krátkodobého experimentu sledujícího příjem potravy 
po jednorázovém podání JMV1843 byla pro dlouhodobé podávání štíhlým myším 
zvolena dávka 10 mg/kg/den. Vzhledem k relativně rychlé eliminaci JMV1843 z myší 
krve pozorované ve farmakokinetických experimentech byla navíc do pokusu zařazena 
dávka 20 mg/kg/den.  
Desetidenní podávání JMV1843 způsobilo v obou testovaných dávkách 
signifikantní zvýšení příjmu potravy (obr. 24) a tělesné hmotnosti (obr. 25).  
 
Obr. 24 Účinek JMV1843 na příjem potravy po 10-denním periferním podávání 
štíhlým myším C57BL/6. Testovaná látka byla podávána SC v dávkách 10 a 20 
mg/kg/den, 2x denně, rozpuštěná ve fyziologickém roztoku (n = 10 myší na skupinu). 
Příjem potravy byl monitorován denně a je vyjádřen v % příjmu potravy kontrolní 
skupiny, které byl SC podáván fyziologický roztok. Data jsou uvedena ve tvaru průměr ± 
SEM a byla analyzována metodou two-way ANOVA následovanou Bonferroniho post-
hoc testem. * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 oproti kontrolní skupině. 
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Obr. 25 Účinek JMV1843 na tělesnou hmotnost po 10-denním periferním podávání 
štíhlým myším C57BL/6. Testovaná látka byla podávána SC v dávkách 10 a 20 
mg/kg/den, 2x denně, rozpuštěná ve fyziologickém roztoku (n = 10 myší na skupinu). 
Tělesná hmotnost byla monitorována denně a její přírůstek je vyjádřen v % počáteční 
tělesné hmotnosti. Data jsou uvedena ve tvaru průměr ± SEM a byla analyzována 
metodou two-way ANOVA následovanou Bonferroniho post-hoc testem. * P<0.05, 
** P<0.01, *** P<0.001 oproti kontrolní skupině (fyziologický roztok). 
Desetidenní podávání JMV1843 v dávce 20 mg/kg/den vedlo k signifikantnímu 
zvýšení hladiny krevní glukózy; v případě nižší dávky JMV1843 tento účinek nebyl 
pozorován. Hladiny cirkulujícího leptinu byly po podávání dávky 20 mg/kg/den 
zvýšeny úměrně zvýšenému obsahu tukové tkáně, žádná ze změn těchto parametrů 
nicméně nedosáhla statistické významnosti. Přes účinek na příjem potravy, tělesnou 
hmotnost a mírný nárůst adipozity nebyly pozorovány signifikantní změny 
v metabolických parametrech, jako např. plazmatických hladinách inzulínu, 
adiponektinu nebo IGF-1 (tab. 7 a 8).  
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Tab. 7 Změny obsahu tukové tkáně a hmotnosti jater u štíhlých myších samců 
C57BL/6 po 10-denním SC podávání JMV1843 
Hodnoty jsou vyjádřeny jako průměr ± SEM, n = 10 myší na skupinu. Data byla 
analyzována metodou one-way ANOVA následovanou Dunnettovým post-hoc testem. 
Nebyly pozorovány žádné statisticky významné rozdíly oproti kontrolní skupině 
(fyziologický roztok). IPAT: intraperitoneální tuková tkáň; SCAT: podkožní tuková 
tkáň; Periren. AT: perirenální tuková tkáň; Celk. AT: celkové množství tukové tkáně. 
 
Tab. 8 Změny metabolických parametrů sytých štíhlých myších samců C57BL/6 po 
10-denním SC podávání JMV1843 
Hodnoty jsou vyjádřeny jako průměr ± SEM, n = 10 myší na skupinu. Data byla 
analyzována metodou one-way ANOVA následovanou Dunnettovým post-hoc testem. 
* P<0.05 oproti kontrolní skupině (fyziologický roztok). IGF-1: růstový faktor podobný 
inzulínu. 
Skupina IPAT SCAT Periren. AT Celk. AT 
Hmotnost 
Játra 
 [g] [g] [g] [g] [g] 
      Fyziologický roztok 0.83 ± 0.05 0.61 ± 0.05 0.18 ± 0.02 1.63 ± 0.21 1.68 ± 0.08 
JMV1843 10 mg/kg 0.88 ± 0.08 0.54 ± 0.04 0.20 ± 0.02 1.62 ± 0.13 1.67 ± 0.04 
JMV1843 20 mg/kg 0.99 ± 0.07 0.64 ± 0.04 0.26 ± 0.02 1.88 ± 0.10 1.80 ± 0.07 
Skupina Leptin Glukóza Inzulín Adiponektin IGF-1 
 [ng/ml] [mmol/l] [ng/ml] [μg/ml] [ng/ml] 
      Fyziologický roztok 5.39 ± 0.55 6.83 ± 0.66 1.12 ± 0.32 11.24 ± 1.19 276 ± 77 
JMV1843 10 mg/kg 6.22 ± 0.55 8.21 ± 0.46 0.85 ± 0.17 10.69 ± 1.04 215 ± 71 
JMV1843 20 mg/kg 7.29 ± 0.87 8.86 ± 0.41 * 1.17 ± 0.28 10.34 ± 0.74 233 ± 79 
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Působením opakovaného podávání JMV1843 v dávce 20 mg/kg/den došlo 
k signifikantnímu zvýšení exprese mRNA pro orexigenní peptidy NPY (obr. 26A) a 
AgRP (obr. 26B) v mediobazálním hypothalamu.  
Po desetidenním podávání JMV1843 v dávce 20 mg/kg/den byla signifikantně 
snížena exprese mRNA pro UCP-1 v hnědé tukové tkáni (obr. 26C); na expresi UCP-2 
v intraperitoneální tukové tkáni nemělo podávání JMV1843 vliv (obr. 26D).  
 
Obr. 26 Exprese mRNA v myších tkáních po 10-denním periferním podávání 
JMV1843. JMV1843 byl podáván SC v dávce 20 mg/kg/den, 2x denně, rozpuštěný 
ve fyziologickém roztoku (n = 10). A) Exprese neuropeptidu Y v mediobazálním 
hypothalamu. B) Exprese agouti-related proteinu v mediobazálním hypothalamu. Data 
byla normalizována vzhledem k expresi GAPDH a analyzována pomocí nepárového 
t-testu. C) Exprese UCP-1 v hnědé tukové tkáni. D) Exprese UCP-2 v intraperitoneální 
bílé tukové tkáni. Data byla normalizována vzhledem k expresi β2-mikroglobulinu a 
analyzována pomocí nepárového t-testu. Hodnoty jsou uvedeny jako průměr ± SEM, 
* P<0.05, ** P<0.01 oproti kontrolní skupině (fyziologický roztok).  
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Stejně tak nebyly pozorovány žádné změny v expresi genů pro enzymy 
podílející se na metabolismu tuků (ACACA, FASN, LPL, SCD). Z tohoto důvodu byla 
stanovována exprese markerů myogeneze. V expresi mRNA pro myostatin, IGF-1 a 
MHC-4 nebyly nalezeny signifikantní změny, hladiny mRNA pro myogenin byly 
sníženy (tab. 9 a 10).  
Tab. 9 Exprese mRNA pro enzymy podílející se na metabolismu tuků po 10-denním 
SC podávání JMV1843 štíhlým myším C57BL/6 
Data byla normalizována vzhledem k expresi 18S rRNA a analyzována pomocí 
nepárového t-testu. Hodnoty jsou vyjádřeny jako průměr ± SEM, n = 10 myší na 
skupinu. Nebyly pozorovány žádné statisticky významné rozdíly oproti kontrolní skupině 
(fyziologický roztok). 
Tab. 10 Exprese mRNA pro markery myogeneze po 10-denním SC podávání 
JMV1843 štíhlým myším C57BL/6 
Data byla normalizována vzhledem k expresi β2-mikroglobulinu a analyzována pomocí 
nepárového t-testu. Hodnoty jsou vyjádřeny jako průměr ± SEM, n = 10 myší 
na skupinu. * P<0.05 oproti kontrolní skupině (fyziologický roztok). 
Skupina ACACA/18S FASN/18S LPL/18S SCD/18S 
     
     Fyziologický roztok 7.25 ± 1.23 . 10
-5 
4.94 ± 1.08 . 10
-4 
0.0014 ± 0.00023  0.0015 ± 0.00017 
JMV1843 20 mg/kg 5.83 ± 0.96 . 10
-5 
4.64 ± 0.76 . 10
-4 
0.0016 ± 0.00036 0.0011 ± 0.00021 
Skupina Myostatin/B2M Myogenin/B2M IGF-1/B2M MHC-4/B2M 
     
     Fyziologický roztok 0.37 ± 0.029   0.048 ± 0.0046    0.082 ± 0.0081  94.94 ± 12.87  
JMV1843 20 mg/kg 0.40 ± 0.047 0.033 ± 0.0040 *  0.083 ± 0.0056 91.16 ± 16.45 
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5.3 Nepeptidoví antagonisté GHS-R1a JMV3002 a JMV4208 
Výsledky uvedené v tomto oddíle byly publikovány v článku „Triazole 
GHS-R1a antagonists JMV4208 and JMV3002 attenuate food intake, body weight, and 
adipose tissue mass in mice“, který byl přijat k tisku v časopise Molecular and Cellular 
Endocrinology (Holubová et al. 2014). 
5.3.1 Akutní účinek JMV3002 a JMV4208 na příjem potravy 
Akutní orexigenní účinek JMV3002 a JMV4208 po periferním (SC) podání 
štíhlým hladovým myším byl sledován s použitím dávek 1 – 20 mg/kg tělesné 
hmotnosti myši. Bylo zjištěno, že obě sloučeniny dávkově závisle snižují příjem potravy 
oproti kontrolní skupině, jíž byl podáván 50% PEG; statisticky významný účinek byl 
pozorován od dávky 5 mg/kg. Hodnota ED50 byla stanovena na 2.05 mg/kg 
pro JMV3002 a 5.25 mg/kg pro JMV4208. Výsledky akutního testu na příjem potravy 
znázorňuje obr. 27. 
JMV3002 podaný podkožně v dávce 5 mg/kg sytým štíhlým myším potlačil 
nárůst příjmu potravy vyvolaný podáním ghrelinu v téže dávce. Příjem potravy 
po koadministraci obou látek byl srovnatelný s příjmem potravy kontrolní skupiny, 
zatímco samostatně podaný JMV3002 statisticky významně snížil příjem potravy 
ve srovnání s kontrolní skupinou (obr. 28). 
5.3.2 Farmakokinetika JMV3002 a JMV4208 in vivo 
Obě testované sloučeniny dosáhly maximální koncentrace v krvi 30 minut po SC 
podání myším a byly zcela eliminovány z krevního oběhu v průběhu 8 hodin po podání. 
Biologický poločas JMV3002 byl 60 min a poločas JMV4208 byl 90 min, přičemž 
v intervalu od 2 do 8 hodin po podání koncentrace obou sloučenin v krvi pomalu klesala 
(obr. 29, tab. 11). 
Tab. 11 Farmakokinetika antagonistů GHS-R1a in vivo po SC podání myším 
Sloučenina T1/2 [min] Tmax [min] Cmax [ng/ml] AUC [µg/ml/480 min] 
JMV3002 60 30 960.1 74.75 
JMV4208 90 30 979.7 122.9 
Obě sloučeniny byly podány SC v dávce 5 mg/kg a jejich koncentrace v krevní plazmě 
byla sledována po dobu 8 hodin. T1/2: biologický poločas sloučenin v krvi; Tmax: čas 
dosažení Cmax (maximální koncentrace sloučenin v krvi); AUC: plocha pod křivkou 
(při vynesení koncentrace sloučeniny v krvi jako funkce času). 
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Obr. 27 Akutní účinek JMV3002 (A) a JMV4208 (B) na příjem potravy po 
jednorázovém periferním podání štíhlým hladovým myším kmene C57BL/6. Testované 
látky byly rozpuštěny v 50% PEG a podávány SC v dávkách 1, 5, 10 a 20 mg/kg (n = 6). 
Příjem potravy byl monitotován po dobu 5 hodin po injekci a je vyjádřen v gramech 
zkonzumované potravy. Data jsou uvedena jakou průměr ± SEM a byla analyzována 
metodou two-way ANOVA následovanou Bonferroniho post-hoc testem. * P<0.05, 
** P<0.01, *** P<0.001 oproti kontrolní skupině (50% PEG). 
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Obr. 28 Potlačení nárůstu příjmu potravy vyvolaného periferním podáním ghrelinu 
prostřednictvím podání JMV3002. Obě látky byly podány SC v dávce 5 mg/kg (n = 5). 
Příjem potravy byl monitorován po dobu 9 hodin. Hodnoty jsou uvedeny ve tvaru 
průměr ± SEM a byly analyzovány metodou two-way ANOVA následovanou 
Bonferroniho post-hoc testem. * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 oproti kontrolní 
skupině. 
 
Obr. 29 Degradační profil JMV3002 a JMV4208 v myší krevní plazmě 
po jednorázovém SC podání štíhlým myším kmene C57BL/6. Hodnoty jsou uvedeny 
jako průměr ± SEM, n = 3 myši na skupinu. 
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5.3.3 Účinky JMV3002 a JMV4208 po dlouhodobém podávání obézním myším 
Vzhledem k výsledkům krátkodobého experimentu na příjem potravy 
po jednorázovém podání antagonistů GHS-R1a byly pro dlouhodobé podávání zvoleny 
dávky 10 a 20 mg/kg tělesné hmotnosti myši. Čtrnáctidenní SC podávání JMV3002 a 
JMV4208 obézním (DIO) myším v těchto dávkách vedlo k signifikantnímu snížení 
příjmu potravy ve srovnání s kontrolní skupinou, které byl SC podáván 50% PEG, 
v němž byly testované sloučeniny rozpouštěny (obr. 30A, B).  
Průměrná tělesná hmotnost obézních myší byla na konci experimentu snížena 
o 15 % původní hmotnosti v případě podávání 20 mg/kg JMV3002 a o 10 % původní 
hmotnosti po podávání 20 mg/kg JMV4208. Tělesná hmotnost kontrolní skupiny byla 
snížena o 4 %. Aby bylo možno posoudit podíl redukce příjmu potravy na pozorovaném 
hmotnostním úbytku, byly do pokusu zařazeny skupiny myší krmených párově 
ke skupinám, jimž byly aplikovány dávky 20 mg/kg testovaných antagonistů GHS-R1a. 
Hmotnostní úbytek párově krmených myší byl mírnější než úbytek po podávání 
testovaných látek, v případě skupiny krmené párově k JMV3002 však ve srovnání 
s kontrolní skupinou dosáhl statistické významnosti (obr. 31A, B). 
Podávání JMV3002 a JMV4208 vedlo k redukci celkového obsahu tukové tkáně, 
způsobené zejména úbytkem podkožního a perirenálního tuku; úbytek intraperitoneální 
a hnědé tukové tkáně nebyl statisticky významný. Obě sloučeniny také snížily hmotnost 
jater (tab. 12). Hladiny plazmatického inzulínu, glukózy, adiponektinu a triglyceridů 
byly nevýznamně sníženy. Hladiny cirkulujícího leptinu byly signifikantně sníženy 
úměrně sníženému objemu tukové tkáně (tab. 13). 
Tab. 12 Hmotnosti tukové tkáně a jater po 14-denním SC podávání JMV3002 a 
JMV4208 v dávce 20 mg/kg DIO myším 
Skupina SCAT [g] IPAT [g] Periren. AT [g] Celk. AT [g] Játra [g] 
50% PEG 2.96 ± 0.18 2.22 ± 0.09     1.3 ± 0.06   6.65 ± 0.26   2.05 ± 0.16 
JMV3002  1.87 ± 0.09 *** 2.03 ± 0.15 0.85 ± 0.09 ** 5.13 ± 0.37 ** 1.40 ± 0.04 ** 
JMV4208 2.3 ± 0.12 * 2.17 ± 0.15 0.96 ± 0.07 ** 5.58 ± 0.22 **   1.68 ± 0.17 
Hodnoty jsou vyjádřeny jako průměr ± SEM, n = 7 myší na  skupinu. Data byla 
analyzována pomocí nepárového t-testu. * P˂0.05, ** P˂0.01, *** P˂0.001 oproti 
kontrolní skupině (50% PEG). Periren. AT: perirenální tuková tkáň; Celk. AT: celkové 
množství tukové tkáně. 
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Obr. 30 Účinek JMV3002 (A) a JMV4208 (B) na příjem potravy po 14-denním 
periferním podávání obézním (DIO) myším C57BL/6. Testovaná látka byla podávána 
SC v dávkách 10 a 20 mg/kg, 2x denně, rozpuštěná v 50% PEG (n = 10). Příjem 
potravy byl monitorován denně a je vyjádřen v % příjmu potravy kontrolní skupiny, 
které byl SC podáván 50% PEG. Data jsou uvedena ve tvaru průměr ± SEM a byla 
analyzována metodou one-way ANOVA následovanou Dunnettovým post-hoc testem. 
* P<0.05, *** P<0.001 oproti kontrolní skupině. 
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Obr. 31 Účinek JMV3002 (A) a JMV4208 (B) na tělesnou hmotnost po 14-denním 
periferním podávání obézním (DIO) myším C57BL/6. Testovaná látka byla podávána 
SC v dávkách 10 a 20 mg/kg, 2x denně, rozpuštěná v 50% PEG (n = 10). Tělesná 
hmotnost byla monitorována denně a její úbytek je vyjádřen v % počáteční tělesné 
hmotnosti. Data jsou uvedena ve tvaru průměr ± SEM a byla analyzována metodou 
one-way ANOVA následovanou Dunnettovým post-hoc testem. * P<0.05, ** P<0.01, 
*** P<0.001 oproti kontrolní skupině (50% PEG). 
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Tab. 13 Metabolické parametry hladových DIO myší po 14-denním SC podávání 












50% PEG 13.99 ± 1.33 2.59 ± 0.47    53.21 ± 6.59 8.11 ± 0.45 23.90 ± 4.32 
JMV3002 11.72 ± 1.49 1.92 ± 0.21 31.72 ± 2.9 * 7.97 ± 0.34 24.40 ± 3.18 
JMV4208 13.82 ± 1.49 1.96 ± 0.18   31.49 ± 1.76 * 7.59 ± 0.50 19.56 ± 3.29 
Hodnoty jsou vyjádřeny jako průměr ± SEM, n = 7 myší na skupinu. Data byla 
analyzována pomocí nepárového t-testu. * P˂0.05 oproti kontrolní skupině (50% PEG). 
Obě testované sloučeniny v dávce 20 mg/kg způsobily po dlouhodobém podávání 
signifikantní snížení exprese POMC v mediobazálním hypothalamu (obr. 32A). Redukce 
exprese mRNA pro NPY (obr. 32B) a AgRP (obr. 32C) v MBH nebyla statisticky 
významná.  
 
Obr. 32 Exprese mRNA pro neuropeptidy v mediobazálním hypothalamu po 
14-denním SC podávání JMV3002 a JMV4208 v dávce 20 mg/kg DIO myším. 
A) Exprese POMC. B) Exprese NPY. C) Exprese AgRP. Data byla normalizována 
vzhledem k expresi GAPDH a analyzována pomocí nepárového t-testu. Hodnoty jsou 
uvedeny jako průměr ± SEM, ** P<0.01 oproti kontrolní skupině (50% PEG), n = 7 
myší na skupinu. 
Dlouhodobé podávání JMV4208 v dávce 20 mg/kg vedlo ke statisticky 
významnému snížení exprese ACACA (obr. 33A) a FASN (obr. 33B) v podkožní 
tukové tkáni a ke snížení exprese FASN v intraperitoneální tukové tkáni (obr. 33D). 
Dlouhodobé podávání JMV3002 v dávce 20 mg/kg způsobilo redukci exprese FASN 
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v podkožní tukové tkáni (obr. 33B). Snížení exprese ACACA v intraperitoneální tukové 
tkáni nedosáhlo po podávání testovaných sloučenin statistické významnosti (obr. 33C). 
 
Obr. 33 Exprese mRNA pro markery metabolismu tuků po 14-denním SC podávání 
JMV3002 a JMV4208 v dávce 20 mg/kg DIO myším. A) Exprese ACACA v podkožní 
tukové tkáni. B) Exprese FASN v podkožní tukové tkáni. C) Exprese ACACA 
v intraperitoneální tukové tkáni. D) Exprese FASN v intraperitoneální tukové tkáni. 
Data byla normalizována vzhledem k expresi β2-mikroglobulinu a analyzována pomocí 
nepárového t-testu. Hodnoty jsou uvedeny jako průměr ± SEM, * P<0.05 oproti 
kontrolní skupině (50% PEG), n = 7 myší na skupinu. 
Žádný z antagonistů GHS-R1a neměl vliv na hladiny mRNA pro leptin, LPL, 
adiponektin a FABP-4 v podkožní či intraperitoneální tukové tkáni (tab. 14) ani 
na expresi mRNA pro ACACA, FASN, PEPCK, SREBP či CPT-1v játrech (tab. 15). 
Exprese mRNA pro UCP-1 v hnědé tukové tkáni byla nesignifikantně zvýšena 
(obr. 34).  
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Tab. 14 Exprese mRNA pro adipokiny a enzymy podílející se na metabolismu tuků 
v podkožní a intraperitoneální tukové tkáni po 14-denním SC podávání JMV3002 a 
JMV4208 v dávce 20 mg/kg DIO myším 
Tkáň Skupina Leptin/B2M Adiponektin/B2M LPL/B2M FABP-4/B2M 
SCAT 
50% PEG 0.191 ± 0.034 0.466 ± 0.028 1.486 ± 0.218 4.324 ± 0.522 
JMV3002 0.146 ± 0.028 0.436 ± 0.068 1.410 ± 0.069 4.358 ± 0.538 
JMV4208 0.199 ± 0.011 0.487 ± 0.018 1.146 ± 0.095 3.518 ± 0.674 
IPAT 
50% PEG 0.148 ± 0.026 0.197 ± 0.013 1.055 ± 0.119 1.796 ± 0.170 
JMV3002 0.105 ± 0.020 0.236 ± 0.039 1.162 ± 0.134 2.065 ± 0.237 
JMV4208 0.098 ± 0.015 0.171 ± 0.028 0.803 ± 0.106 1.418 ± 0.158 
Data byla normalizována vzhledem k expresi β2-mikroglobulinu a analyzována pomocí 
nepárového t-testu. Hodnoty jsou vyjádřeny jako průměr ± SEM, n = 10 myší 
na skupinu. Nebyly pozorovány žádné statisticky významné rozdíly oproti kontrolní 
skupině (50% PEG). 
Tab. 15 Exprese mRNA pro enzymy podílející se na metabolismu tuků v játrech 
po 14-denním SC podávání JMV3002 a JMV4208 v dávce 20 mg/kg DIO myším 
Skupina ACACA/B2M FASN/B2M PEPCK/B2M SREBP/B2M CPT-1/B2M 
50% PEG 0.006 ± 0.0009 0.015 ± 0.007 0.319 ± 0.031 0.002 ± 0.0003 0.062 ± 0.008 
JMV3002 0.005 ± 0.0013 0.014 ± 0.005 0.498 ± 0.122 0.002 ± 0.0005 0.043 ± 0.009 
JMV4208 0.005 ± 0.0008 0.014 ± 0.004 0.412 ± 0.069 0.003 ± 0.0004 0.051 ± 0.006 
Data byla normalizována vzhledem k expresi β2-mikroglobulinu a analyzována pomocí 
nepárového t-testu. Hodnoty jsou vyjádřeny jako průměr ± SEM, n = 10 myší 
na skupinu. Nebyly pozorovány žádné statisticky významné rozdíly oproti kontrolní 






Obr. 34 Exprese mRNA pro UCP-1 v hnědé tukové tkáni po 14-denním SC podávání 
JMV3002 a JMV4208 v dávce 20 mg/kg DIO myším. Data byla normalizována 
vzhledem k expresi β2-mikroglobulinu a analyzována pomocí nepárového t-testu. 
Hodnoty jsou uvedeny jako průměr ± SEM, n = 7 myší na skupinu. Nebyly pozorovány 


































6.1 Dlouhodobě působící peptidoví agonisté receptoru GHS-R1a 
Ghrelin a další agonisté GHS-R1a jsou v současnosti považováni za potenciální 
léčiva k terapii kachexie a anorexie. V první části této práce je popsáno in vitro a in vivo 
testování nově navržených stabilních a dlouhodobě působících peptidových agonistů 
receptoru GHS-R1a, kteří byli syntetizováni na našem ústavu. Byly provedeny vazebné 
studie sledující afinitu agonistů k receptoru GHS-R1a, funkční studie zjišťující vliv 
agonistů na signalizaci ghrelinového receptoru a testy in vivo (na myších) ke zjištění 
účinku analogů na příjem potravy a ověření stability v krvi. 
Struktura analogů ghrelinu byla navržena na základě výsledků strukturně 
aktivitních studií, které již byly zmíněny v úvodu (Bednarek et al. 2000; Matsumoto et 
al. 2001; Van Craenenbroeck et al. 2004), a vychází ze struktury analogů ghrelinu, které 
byly syntetizovány a charakterizovány v naší laboratoři (Maletínská et al. 2012). 
Analogy byly stabilizovány začleněním nekódových aminokyselin do struktury 
(náhrada N-terminálního glycinu sarkosinem a případně náhrada fenylalaninu v pozici 4 
nekódovými aminokyselinami naftylalaninem, cyklohexylalaninem, tercbutylalaninem, 
nitrofenylalaninem či dichloroalaninem), aby se zvýšila jejich odolnost vůči 
proteolytické degradaci a tedy prodloužilo trvání jejich účinku.  
Další zásadní modifikací byla náhrada serinu v pozici 3 kyselinou 
diaminopropionovou. Tato záměna nevede ke ztrátě biologické aktivity ghrelinu a 
umožňuje nahradit nestabilní esterovou vazbu, kterou je v přirozeně se vyskytujícím 
ghrelinu vázána oktanová kyselina nezbytná pro biologický účinek ghrelinu, výrazně 
stabilnější amidovou vazbou (Bednarek et al. 2000).  
Takto stabilizované analogy byly dále modifikovány záměnou přirozeně se 
vyskytujícího oktanoylu za jiné mastné kyseliny, ať už se jednalo o kyseliny s delším 
řetězcem, nenasycené mastné kyseliny nebo např. kyselinu adamantanoctovou. 
Do struktury dalších analogů byla na druhý konec aminokyselinového řetězce začleněna 
další mastná kyselina, jiné analogy byly zkráceny. Lipidizace peptidů, např. připojení 
mastné kyseliny esterovou či amidovou vazbou, je v současnosti jednou ze strategií 
používaných při návrhu peptidových léčiv; umožňuje zvýšit jejich stabilitu a biologický 
poločas (pravděpodobně díky vazbě na sérový albumin) a také zlepšit jejich průchod 
přes hematoencefalickou bariéru (Bellmann-Sickert & Beck-Sickinger 2010; Malavolta 
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& Cabral 2011). Acylaci myristovou či palmitovou kyselinou využívá např. analog 
inzulínu detemir (Havelund et al. 2004) či analog GLP-1 liraglutid (Gault et al. 2011). 
V in vitro studiích jsme ukázali, že testované analogy se váží na buněčné 
membrány z buněk s transfekovaným receptorem GHS-R1a s afinitou ve většině 
případů srovnatelnou s ghrelinem či [Dpr
3
]ghrelinem nebo větší. Hodnoty Ki zjištěné 
v kompetitivních vazebných studiích se pro vetšinu analogů pohybovaly v nanomolární 
oblasti, což odpovídá hodnotám Ki pro ghrelin běžně uváděným v literatuře (Leyris et 
al. 2011; Maletínská et al. 2012). Také bylo zjištěno, že vybrané analogy působí 
srovnatelně s ghrelinem či [Dpr
3
]ghrelinem na aktivaci signalizačních drah ghrelinu, 




In vivo testy sledující příjem potravy po periferním podání testovaných analogů 
myším ukázaly, že většina analogů významně zvyšuje příjem potravy, přičemž jejich 
účinek je výraznější a déletrvající ve srovnání s ghrelinem či [Dpr
3
]ghrelinem. Tato 
skutečnost pravděpodobně souvisí zejména s jejich zvýšenou stabilitou a koresponduje 
s výsledkem pilotního farmakokinetického experimentu na potkanech, v němž bylo 




]ghrelin má významně zvýšenou stabilitu v krvi 
ve srovnání s [Dpr
3
]ghrelinem a jeho biologický poločas v krvi činí více než 8 hodin. 
Oproti tomu endogenní ghrelin je v krvi degradován během několika desítek minut (De 
Vriese et al. 2004; Akamizu & Kangawa 2006). 
Nejvýraznější orexigenní účinek byl pozorován po podání analogů 
s fenylalaninem, cyklohexylalaninem, naftylalaninem či dichlorofenylalaninem v pozici 
4 a prodlouženou mastnou kyselinou (zejména dekanovou či myristovou). Další 
prodlužování řetězce již pravděpodobně k nárůstu účinku nepřispívá. Mírnější nárůst 
účinku způsobila také náhrada oktanoylu nenasycenými mastnými kyselinami či 
kyselinou bromoktanovou nebo adamantanoctovou. Výrazný orexigenní účinek byl 
pozorován i po podání analogů se dvěma mastnými kyselinami, ať už se jednalo 
o analogy vycházející z plného či zkráceného řetězce ghrelinu. 
Zvýšení příjmu potravy bylo závislé na dávce, maximální účinek většiny 
analogů byl pozorován 250 – 350 min po podání, orexigenní účinek přetrvával po dobu 
8 – 10 hodin po podání. 
Popsané výsledky vedou k závěru, že testované syntetické peptidové analogy 
ghrelinu jsou účinnými a stabilními agonisty GHS-R1a s prodlouženým trváním účinku. 
Nejúčinnější z analogů budou v budoucnu použity pro dlouhodobé testování in vivo 
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na zvířecích modelech kachexie (např. na modelu kachexie vyvolané opakovaným 
podáváním bakteriálního toxinu lipopolysacharidu myším, nebo na potkaních modelech 
kachexie vyvolané 5/6 nefrektomií).  
6.2 Pseudopeptidový agonista GHS-R1a JMV1843 
Jak bylo řečeno výše, ghrelin a další agonisté GHS-R1a jsou v současné době 
středem zájmu jako potenciální léčiva k terapii kachexie. V této práci je popsáno 
testování akutních a dlouhodobých účinků pseudopeptidového agonisty GHS-R1a 
JMV1843 po periferním podávání štíhlým myším kmene C57BL/6. Výše uvedené 
výsledky ukazují, že JMV1843 pozitivně ovlivňuje příjem potravy a nárůst tělesné 
hmotnosti, což naznačuje možnost jeho využití v léčbě onemocnění spojených 
s chronicky sníženým příjmem potravy. 
Obdobně jako v dříve popsaném experimentu sledujícím příjem potravy 
v intervalu 90 minut po jednorázovém podání JMV1843 (Pirnik et al. 2011) bylo 
ukázáno, že JMV1843 stimuluje příjem potravy u ad libitum krmených myší po dobu 
5 hodin od jednorázového periferního podání. Zvýšení příjmu potravy bylo dávkově 
závislé, přičemž statistické významnosti bylo dosaženo při použití dávky 1 mg/kg 
tělesné hmotnosti myši. Dávky 5 a 10 mg/kg způsobily více než pětinásobný nárůst 
příjmu potravy oproti kontrolní skupině, což představuje vyšší účinek, než jaký byl 
v našich předešlých experimentech pozorován po podání ghrelinu ve stejné dávce 
(Maletínská et al. 2012). Lze předpokládat, že tato skutečnost může být dána 
prodlouženou stabilitou JMV1843 a tedy delším trváním jeho účinku ve srovnání 
s ghrelinem. Uvádí se, že biologický poločas ghrelinu je přibližně 9-13 minut; tato 
relativně nízká hodnota souvisí především s rychlou desacylací peptidu (Akamizu & 
Kangawa 2006). Oproti tomu JMV1843 vykazuje zvýšenou stabilitu a jeho biologický 
poločas po intradermálním podání zdravým dobrovolníkům se pohybuje v rozmezí 
80-93 minut (Piccoli et al. 2007). V našem experimentu sledujícím degradaci JMV1843 
v myším krevním séru in vitro jsme ukázali, že JMV1843 zůstal stabilní po dobu 
24 hodin a teprve po 2.5 dnech poklesla jeho koncentrace přibližně na polovinu. Jak 
bylo popsáno v naší předchozí studii (Maletínská et al. 2012), ghrelin je při použití 
stejných podmínek experimentu degradován s poločasem 12 minut. Při stanovení 
degradačního profilu JMV1843 in vivo po periferním podání myším bylo zjištěno, že 
testovaná sloučenina rychle vstupuje do krevního oběhu a dosahuje maximální 
koncentrace v krvi 10 minut po podání. Přestože při testech in vitro se JMV1843 jevil 
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jako velmi stabilní, byl během 2 hodin po podání myším z jejich krve téměř zcela 
eliminován. Biologický poločas byl 21-23 minut a nulové koncentrace v krvi bylo 
dosaženo po 4 hodinách od podání. Tato pozorování naznačují, že JMV1843 je buďto 
rychle metabolizován, nebo dochází k jeho akumulaci ve tkáních. 
Po deseti dnech opakovaného SC podávání JMV1843 štíhlým myším samcům 
bylo při použití obou dávek pozorováno signifikantní zvýšení příjmu potravy a tělesné 
hmotnosti. Účinek byl překvapivě mírně vyšší při použití dávky 10 mg/kg, což mohlo 
být způsobeno nižší rozpustností JMV1843 ve vyšší dávce nebo dosažením 
maximálního možného efektu při dávce 10 mg/kg. Účinek na nárůst hmotnosti trval 
po celou dobu experimentu, přestože příjem potravy byl významně zvýšen pouze 
po dobu 7 dnů a poté jeho nárůst mírně poklesl. Toto zjištění je v souladu 
s předpokladem, že na vzrůstu tělesné hmotnosti vyvolaném účinky ghrelinu se 
pravděpodobně kromě hyperfagie podílejí také další mechanismy (Kim et al. 2004). 
Bylo popsáno, že chronické podávání ghrelinu štíhlým myším vede ke snížení exprese 
UCP-1 v hnědé tukové tkáni (Tsubone et al. 2005). UCP-1 je exprimován převážně 
v mitochondriích hnědé tukové tkáně, zodpovídá za její vysokou termogenní kapacitu a 
podílí se na regulaci energetického výdeje (Clapham 2011). Jak je zmíněno v oddíle 
5.2.3, bylo zjištěno, že desetidenní podávání JMV1843 způsobuje statisticky významné 
snížení exprese UCP-1 v hnědé tukové tkáni obdobně jako ghrelin. To napovídá, že 
k pozorovanému nárůstu tělesné hmotnosti myší mohla přispět také redukce 
energetického výdeje. 
K analýze mechanismu orexigenního účinku dlouhodobě podávaného JMV1843 
jsme studovali změny exprese mRNA neuropeptidu Y a agouti-related proteinu 
v mediobazálním hypothalamu. NPY a AgRP jsou účinné orexigenní peptidy 
koexprimované neurony v nucleu arcuatu. Bylo popsáno, že jak centrální, tak periferní 
chronické podávání ghrelinu vede ke zvýšení exprese NPY a AgRp v hypotalamu, což 
naznačuje, že neurony exprimující NPY a AgRP jsou primárním cílem ghrelinu 
v hypothalamu a zprostředkovávají jeho orexigenní účinek (Kamegai et al. 2001; Chen 
et al. 2004). Zjistili jsme, že chronické podávání JMV1843 rovněž zvyšuje hladiny 
mRNA pro NPY a AgRP v hypotalamu, z čehož lze usoudit, že mechanismus účinku 
JMV1843 na příjem potravy je podobný popsanému mechanismu účinku ghrelinu. 
Kromě zmíněného orexigenního efektu snižují NPY a AgRP termogenezi 
prostřednictvím redukce produkce UCP-1 v hnědé tukové tkáni (Billington et al. 1994; 
Small et al. 2001). Je tedy pravděpodobné, že účinek JMV1843 na expresi UCP-1 
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v hnědé tukové tkáni může být zprostředkován stimulací NPY/AgRP neuronů 
v hypothalamu. 
Desetidenní podávání JMV1843 vedlo k mírnému, nesignifikantnímu zvýšení 
obsahu tukové tkáně v organismu a hladin cirkulujícího leptinu. Tato tendence je 
v souladu s dříve popsaným pozorováním, že přírůstek hmotnosti vyvolaný podáváním 
ghrelinu je dán zejména nárůstem adipozity, přičemž hmotnost svalové tkáně a 
vnitřních orgánů zůstává nedotčena (Tsubone et al. 2005). Naše zjištění, že dlouhodobé 
podávání JMV1843 nemělo vliv na expresi markerů myogeneze, tento závěr podporuje 
a naznačuje, že JMV1843 podobně jako ghrelin neovlivňuje objem svalové hmoty. 
Tento závěr se nicméně týká zdravých myší; v kachektickém modelu může být 
působení JMV1843 jiné. Výsledky analýzy exprese mRNA nicméně nepotvrdily ani 
signifikantní zvýšení adipogeneze. Pro potenciální využití JMV1843 se však jeví jako 
nejzásadnější aktivace orexigenních mechanismů. 
Výše popsané účinky byly u myší, jimž byla podávána vyšší dávka JMV1843, 
doprovázeny statisticky významným nárůstem hladiny krevní glukózy, který při použití 
nižší dávky nebyl pozorován. Žádná z použitých dávek nicméně neovlivnila 
plazmatické koncentrace inzulínu a adiponektinu, což naznačuje absenci škodlivých 
účinků JMV1843 na citlivost k inzulínu. Toto pozorování je v souladu s dřívějšími 
studiemi zabývajícími se účinky chronicky podávaného ghrelinu (Kamegai et al. 2001; 
Nakazato et al. 2001; Kim et al. 2004), 
6.3 Nepeptidoví antagonisté GHS-R1a JMV3002 a JMV4208 
Vzhledem k tomu, že obezita a s ní spojená zdravotní rizika zaznamenávají 
celosvětový dramatický nárůst (Caballero 2007), stále roste i potřeba nových 
antiobezitních farmakologických prostředků. Blokování účinku ghrelinu 
prostřednictvím antagonistů GHS-R1a se jeví jako slibný přístup v terapii obezity. 
Z tohoto důvodu byla vyvinuta a testována celá řada syntetických antagonistů GHS-R1a 
(review např. Zhao & Liu 2006; Moulin et al. 2007b; Chollet et al. 2009). Antagonisté 
ghrelinu mohou mít další potenciální využití při některých onemocněních 
doprovázených hyperfagií, jako je např. Prader-Williho syndrom, genetická porucha 
spojená se zvýšenými plazmatickými hladinami ghrelinu (Cummings et al. 2002a). 
V této práci jsou popsány výsledky testování dvou antagonistů GHS-R1a, 
JMV3002 a JMV4208, trisubstituovaných derivátů 1,2,4-triazolu. Byl studován jak 
jejich akutní účinek na příjem potravy u štíhlých myší, tak účinky na příjem potravy, 
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tělesnou hmotnost, biochemické parametry a metabolismus tuků po dlouhodobém 
podávání myším s obezitou indukovanou vysokotukovou dietou. 
Dřívější publikace popisují účinky triazolových antagonistů GHS-R1a na příjem 
potravy po ICV podání potkanům (Salomé et al. 2009a) a po ICV či IP podání myším 
(Asakawa et al. 2003). V souladu s výsledky těchto experimentů jsme ukázali, že 
JMV3002 a JMV4208 snižují příjem potravy u hladových štíhlých myší také po SC 
podání, a že JMV3002 potlačuje nárůst příjmu potravy vyvolaný současným periferním 
(SC) podáním ghrelinu hladovým štíhlým myším, podobně jako bylo ukázáno v dříve 
publikovaných studiích s jinými antagonisty GHS-R1a (Esler et al. 2007; Rudolph et al. 
2007). 
Výsledky farmakokinetického experimentu in vivo ukázaly, že JMV3002 a 
JMV4208 po podkožním podání myším rychle vstupují do krevního oběhu a v průběhu 
prvních 30 minut po podání dosahují maximální koncentrace v krvi. Obě testované 
sloučeniny byly zcela eliminovány z krevního oběhu 8 hodin po podání, což naznačuje 
jejich poměrně dobrou stabilitu např. ve srovnání s peptidovým antagonistou GHS-R1a 
[Dlys
3
]-GHRP-6, který dosahuje nulové koncentrace v krvi již 2 hodiny po podkožním 
podání myším (Maletínská et al. 2011). 
Po dvoutýdenním SC podávání JMV3002 a JMV4208 DIO myším bylo 
pozorováno statisticky významné snížení příjmu potravy a tělesné hmotnosti myší, a to 
o 15 % původní hmotnosti po podávání JMV3002 a o 10 % původní hmotnosti 
po podávání JMV4208. Tělesná hmotnost kontrolní skupiny, které bylo SC podáváno 
rozpouštědlo (50% PEG), byla také mírně snížena (cca o 4 %), podobně jako v naší 
předcházející studii (Maletínská et al. 2011), v níž jsme po 7 dnech SC podávání 
fyziologického roztoku pozorovali průměrný hmotnostní úbytek přibližně 3 g. Tato 
skutečnost může pravděpodobně souviset s citlivostí DIO myší kmene C57BL/6 na stres 
způsobený opakovanou manipulací a injekční aplikací testovaných látek či 
rozpouštědla. Velký hmotnostní úbytek myší, jimž byly podávány testované sloučeniny, 
byl nicméně statisticky významný ve srovnání s kontrolní skupinou.  
Hmotnostní úbytek skupin, jimž byla podávána dávka 20 mg/kg antagonistů 
GHS-R1a, byl výraznější, než hmotnostní úbytek příslušných párově krmených skupin. 
Mezi párově krmenými skupinami a skupinami injikovanými antagonisty však nebyl 
signifikantní rozdíl. Předpokládáme, že mírně vyšší úbytek hmotnosti po podávání 
antagonistů GHS-R1a mohl být kromě redukce příjmu potravy zčásti způsoben také 
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dalšími mechanismy, např. zvýšením energetického výdeje. Tomu nasvědčuje tendence 
ke zvýšení exprese mRNA pro UCP-1 v hnědé tukové tkáni. 
Redukce hmotnosti po dlouhodobém podávání JMV3002 a JMV4208 byla dána 
zejména úbytkem tukové tkáně, který byl provázen poklesem hladin cirkulujícího 
leptinu. V podkožní ani viscerální tukové tkáni nebyla snížena exprese mRNA pro 
leptin, což nasvědčuje tomu, že snížená sekrece leptinu je výsledkem sníženého 
množství tukové tkáně. Hladiny cirkulujícího adiponektinu ani jeho exprese v tukové 
tkáni nebyly podáváním antagonistů GHS-R1a ovlivněny. 
Zmíněný úbytek tukové tkáně byl nejvýraznějším periferním účinkem 
testovaných sloučenin; zejména bylo redukováno množství podkožního a perirenálního 
tuku. Bylo popsáno, že GHS-R1a-deficientní myši mají nižší tělesnou hmotnost 
z důvodu nižší adipozity (Zigman et al. 2005) a podávání ghrelinu naopak u hlodavců 
vede k nárůstu adipozity (Tschöp et al. 2000). Pozorované snížení množství tuku bylo 
pravděpodobně zprostředkováno sníženou expresí lipogenetických enzymů ACACA a 
FASN, což je v souladu s pozorováním, že nárůst adipozity způsobený centrálním 
podáváním ghrelinu je zprostředkován zvýšením exprese ACACA a FASN 
v adipocytech bílé tukové tkáně (Theander-Carrillo et al. 2006). 
Po podávání obou antagonistů byla pozorována tendence ke snížení hladiny 
krevní glukózy a inzulínu, tyto změny však nebyly signifikantní, na rozdíl od studií 
s dalšími antagonisty GHS-R1a. Po perorálním podávání derivátů quinazolinonu DIO 
myším bylo popsáno zlepšení inzulínové sekrece po podání glukózy (Esler et al. 2007; 
Rudolph et al. 2007). Podávání [Dlys
3
]-GHRP-6 vedlo ke snížení hladin glukózy a 
inzulínu u ovariektomovaných myší s DIO (Maletínská et al. 2011). 
Snížení hmotnosti jater způsobené 14-denním podáváním JMV3002 bylo 
s největší pravděpodobností způsobeno ztrátou nahromaděného tuku. Exprese ACACA 
a FASN, enzymů katalyzujících lipogenetické procesy, ani CPT, podílející se 
na lipolýze, v játrech však nebyla podáváním žádného z antagonistů ovlivněna. 
Poměrně překvapivé byly výsledky analýzy exprese mRNA pro neuropeptidy 
v mediobazálním hypothalamu. Snížení exprese orexigenních neuropeptidů NPY a 
AgRP nedosáhlo statistické významnosti, významně však byla snížena exprese 
anorexigenního neuropeptidu POMC. Byla publikována hypotéza, že obezita 
indukovaná vysokotukovou dietou narušuje funkci NPY/AgRP neuronů v nucleu 
arcuatu, vede k potlačení neuroendokrinní osy ghrelinu a zapříčiňuje centrální 
hypothalamickou rezistenci ke ghrelinu (Briggs et al. 2010). Podle této publikace je 
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také při DIO snížena exprese mRNA pro NPY a AgRP a centrální podávání ghrelinu 
nevede u myší s DIO ke zvýšení jejich exprese. Obdobně je možno usoudit, že DIO 
myši mohou být rezistentní vůči působení antagonistů GHS-R1a na úrovni exprese 
mRNA pro NPY/AgRP. V další publikaci Briggs a Andrews uvádějí, že u DIO myší 
ghrelin pravděpodobně neinhibuje POMC neurony prostřednictvím inhibičního 
neurotransmiteru kyseliny γ-aminomáselné (GABA) z NPY/AgRP neuronů, čímž může 
být zachován inhibiční účinek α-MSH, peptidu vznikajícího z POMC, na příjem 
potravy. Mechanismus způsobující rezistenci vůči ghrelinu může souviset 
s hyperglykemií a hyperinzulinemií asociovanou s DIO. Při DIO jsou POMC neurony 
regulovány zejména leptinem; redukce hmotnosti daná úbytkem tukové tkáně vede 
k poklesu krevních hladin leptinu, což způsobí redukci exprese POMC (Briggs & 
Andrews 2011). Dlouhodobé podávání antagonistů GHS-R1a JMV3002 a JMV4208 
vedlo ke snížení množství tukové tkáně následovanému úbytkem cirkulujícího leptinu, 
což pravděpodobně vysvětluje pozorované snížení exprese POMC v mediobazálním 
hypothalamu. Tento výsledek doplňuje pozorování, že GHS-R1a-deficientní myši mají 
zachovánu citlivost k exogennímu leptinu, pokud jde o jeho anorexigenní účinky a vliv 
na redukci hmotnosti (Perello et al. 2012). 
6.4 Perspektiva analogů ghrelinu pro terapeutické využití  
6.4.1 Agonisté GHS-R1a pro léčbu kachexie a anorexie 
Ghrelin byl testován v řadě studií na kachektických chronicky nemocných 
pacientech; bylo zjištěno, že zvyšuje chuť k jídlu, příjem potravy, tělesnou hmotnost a 
snižuje degradaci svalových proteinů, čímž pomáhá udržet konstantní beztukovou 
hmotnost. Mimoto potlačuje zánět a snižuje aktivitu sympatiku (Neary et al. 2004; 
Nagaya et al. 2005; Kodama et al. 2008; Strasser et al. 2008; Lundholm et al. 2010; 
Hiura et al. 2012). Je však ještě nezbytné, aby proběhlo dlouhodobé klinické testovaní, 
které by potvrdilo jednak bezpečnost dlouhodobého podávání ghrelinu, jednak jeho 
efektivitu ve smyslu léčby kachexie. Ze syntetických agonistů GHS-R1a byl doposud 
na kachektických pacientech testován pouze anamorelin a macimorelin (Allas & 
Abribat 2013; Guillory et al. 2013).  
Pokud by se v klinických studiích na kachektických pacientech                                                                                                                                                                                                                                                                
ukázalo podávání ghrelinu efektivní, mohly by v budoucnu nalézt uplatnění i stabilní 
analogy ghrelinu s prodlouženým trváním účinku. 
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6.4.2 Antagonisté GHS-R1a pro léčbu obezity 
Blokování účinku ghrelinu prostřednictvím antagonistů či inverzních agonistů 
GHS-R1a je považováno za slibný potenciální terapeutický prostředek pro boj 
s obezitou. Nicméně, přestože do dnešního dne bylo připraveno a charakterizováno 
velké množství syntetických nepeptidových antagonistů GHS-R1a, žádný z nich 
doposud nepostoupil ke klinickému testování a většina z nich ani k dlouhodobějšímu 
testování na zvířecích modelech, které by umožnilo zhodnotit jejich skutečný potenciál 
pro léčbu obezity. Prozatím jediným kandidátem pro klinické studie, který blokuje 
účinek ghrelinu, je Spiegelmer NOX-B11 (Patterson et al. 2011; Delporte 2012; 
Davenport & Wright 2013; De Vriese 2014). Jak již bylo zmíněno v úvodu, řada látek, 
které byly ve vazebných a funkčních studiích identifikovány jako antagonisté GHS-R1a, 
nebyla dosud testována in vivo ani po akutním podání nebo nevykazovala 
v krátkodobých testech in vivo účinek na příjem potravy, což mohlo být ve většině 
případů dáno jejich špatnou biologickou dostupností.  
Je ovšem také možné, že hlodavci nejsou vhodným modelem pro testování 
in vivo aktivity některých antagonistů ghrelinu. Podle ústního sdělení prof. Fehrenze 
z laboratoře prof. Martineze (IBMM, Montpellier, Francie) se antagonisté GHS-R1a na 
bázi trisubstituovaného 1,2,4-triazolu, z nichž někteří byli testováni v naší laboratoři, 
váží na buňky s transfekovaným potkaním nebo myším receptorem GHS-R1a s až o dva 
řády nižší afinitou než na buňky s transfekovaným lidským receptorem GHS-R1a. 
Nízký účinek antagonistů GHS-R1a na ovlivnění příjmu potravy u hlodavců tedy 
nemusí nezbytně znamenat, že by látky byly neúčinné po podání lidem. Antagonisté 
JMV3002 a JMV4208, o jejichž účincích na myší model obezity indukované 
vysokotukovou dietou pojednává tato práce, musí být pro dosažení účinku podáváni 
v relativně vysokých dávkách (10 - 20 mg/kg). Lze předpokládat, že u lidí by mohly být 
účinné i dávky nižší. 
Nevýhodou syntetických nepeptidových antagonistů GHS-R1a, na rozdíl 
od přirozeně se vyskytujícího ghrelinu nebo jeho dosud jediného peptidového 
antagonisty [DLys
3
]-GHRP-6, může být jednak jejich špatná rozpustnost, jednak 
potenciální vedlejší účinky. JMV3002 a JMV4208 jsou nerozpustné ve vodě či 
fyziologickém roztoku, musí tedy být rozpouštěny buďto v toxickém DMSO (Salomé et 
al. 2009b), nebo v roztoku polyethylenglykolu. Při experimentech jsme pozorovali, že 
při přidání fyziologického roztoku do roztoku antagonistů v PEG nad 50 % objemu 
dochází k vysrážení sloučenin z roztoku. Je tedy možné, že po SC injekční aplikaci se 
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mohou tyto látky srážet v podkoží, jejich vstup do krevního oběhu může být nízký a 
nerozpustnost tak může způsobovat nutnost podávání vysokých dávek.  
Při testování JMV3002 a JMV4208 jsme pozorovali, že tyto látky po SC podání 
myším ve vysoké dávce způsobují mírnou sedaci; k normalizaci stavu dochází přibližně 
po hodině. Zároveň se jmenovanými sloučeninami jsme také testovali dalšího, v mnoha 
studiích používaného triazolového antagonistu GHS-R1a JMV2959 (Salomé et al. 
2009a; Salomé et al. 2009b; Egecioglu et al. 2010; Verhagen et al. 2011; Skibicka et al. 
2012; Suchankova et al. 2013). Ten však musel být z dlouhodobého experimentu 
vyřazen; přestože je na rozdíl od JMV3002 a JMV4208 velmi dobře rozpustný, jeho 
chronické podávání vedlo ke vzniku rozsáhlých lokálních zánětů v místě aplikace a 
významná ztráta hmotnosti experimentálních zvířat tak nemohla být přičítána jeho 
anorexigennímu působení. 
Pokud by se podařilo vyřešit problém s rozpustností antagonistů GHS-R1a 
na bázi 1,2,4-triazolu nebo nalézt vhodnější rozpouštědlo, mohly by tyto látky 





 Nové peptidové analogy ghrelinu stabilizované nekódovými aminokyselinami a 
navázáním mastné kyseliny stabilní amidovou vazbou se s vysokou afinitou vázaly 
k receptoru GHS-R1a a srovnatelně s ghrelinem působily na aktivaci signalizačních 
drah ghrelinu. Po jednorázovém SC podání myším signifikantně zvyšovaly příjem 
potravy, a to srovnatelně či více než ghrelin nebo [Dpr
3
]ghrelin. Jejich účinek byl 
dlouhotrvající, což lze přičíst zvýšené stabilitě. Testované peptidové analogy 
ghrelinu jsou tedy účinnými a stabilními agonisty GHS-R1a s prodlouženým trváním 
účinku. Nejúčinnější z analogů by po otestování v dlouhodobých experimentech 
na kachektických zvířecích modelech mohly v budoucnu potenciálně najít využití 
v terapii kachexie či anorexie. 
 Pseudopeptidový agonista GHS-R1a JMV1843 zvyšoval příjem potravy 
po jednorázovém SC podání štíhlým myším; jeho orexigenní účinek byl větší než 
efekt ghrelinu podaného ve stejné dávce, což je pravděpodobně dáno jeho vyšší 
stabilitou, prokázanou ve farmakokinetických experimentech in vitro. Dlouhodobé 
podávání JMV1843 štíhlým myším vedlo ke zvýšení příjmu potravy a nárůstu tělesné 
hmotnosti. Exprese orexigenních neuropeptidů NPY a AgRP v hypothalamu byla 
po dlouhodobém podávání signifikantně zvýšena, což naznačuje, že mechanismus 
orexigenního účinku JMV1843 je shodný s mechanismem účinku ghrelinu. Mimoto 
byla snížena exprese UCP-1 v hnědé tukové tkáni, k pozorovanému nárůstu tělesné 
hmotnosti tedy pravděpodobně přispěla i redukce energetického výdeje. Tyto 
výsledky podporují předpoklad, že by JMV1843 mohl být účinným prostředkem 
pro léčbu kachexie. 
 Antagonisté GHS-R1a na bázi trisubstituovaného 1,2,4-triazolu JMV3002 a 
JMV4208 snižovali po jednorázovém periferním podání štíhlým myším příjem 
potravy v závislosti na dávce. Obě látky vykazovaly poměrně dobrou stabilitu v krvi 
in vivo. Při dlouhodobém podávání obézním myším s DIO bylo pozorováno snížení 
příjmu potravy a úbytek tělesné hmotnosti o 15 % po podávání JMV3002, o 10 % 
po podávání JMV4208. Redukce hmotnosti byla dána zejména úbytkem tukové 
tkáně, který byl zprostředkován sníženou expresí lipogenetických enzymů ACACA a 
FASN. Podávání JMV3002 také způsobilo snížení hmotnosti jater. Pokud by se 
podařilo vyřešit problém s nerozpustností těchto látek, mohly by potenciálně být 
v budoucnu využity v terapii obezity nebo jiných poruch asociovaných s hyperfagií. 
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Lenka Maletínská, Miroslava Pýchová, Martina Holubová, Miroslava Blechová,
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ABSTRACT
Ghrelin, the only known peripherally produced and centrally
acting peptide that stimulates food intake, is synthesized pri-
marily in the stomach and acts through the growth hormone
secretagogue receptor (GHS-R1a). In addition to its orexigenic
effect, ghrelin stimulates the release of growth hormone (GH). In
this study, we investigated the biological properties of full-
length and shortened ghrelin analogs in which octanoylated
Ser3 is replaced with an octanoic acid moiety coupled to di-
aminopropionic acid (Dpr). Ghrelin analogs stabilized with
Dpr(N-octanoyl) in position 3 and noncoded amino acids in
position 1 (sarcosine) and/or position 4 (naphthylalanine or
cyclohexylalanine) were found to possess affinities similar to
those of ghrelin for cell membranes with transfected GHS-R1a.
In vivo, the prolonged orexigenic effects of analogs containing
Dpr(N-octanoyl)3 compared with that of ghrelin in adult mice
and a similar impact on GH secretion in young mice were
found. Full-length [Dpr(N-octanoyl)3]ghrelin and its analogs with
a noncoded amino acid in position 1 and/or 4 showed signifi-
cantly prolonged stability in blood plasma compared with that
of ghrelin. Ghrelin analogs with a prolonged orexigenic effect
are potential treatments for GH deficiency or cachexia that
accompanies chronic diseases. Desoctanoylated ghrelin ana-
logs and N-terminal penta- and octapeptides of ghrelin did not
show any biological activity.
Introduction
Ghrelin is the only known hormone synthesized in the gut
and acting centrally that possesses an orexigenic effect (for
reviews, see Depoortere, 2009; Castañeda et al., 2010; Wisser
et al., 2010; Briggs and Andrews, 2011; Nass et al., 2011;
Scerif et al., 2011). In the adenohypophysis, ghrelin releases
Ca2 from intracellular stores that stimulates and amplifies
pulsatile secretion of growth hormone (GH) (Smith et al.,
1997). Therefore, the term growth hormone secretagogue
receptor (GHS-R1a) is used for the ghrelin receptor. In the
arcuate nucleus of the hypothalamus, ghrelin implements its
orexigenic effect in neurons that express the most powerful
neuropeptide, orexigenic neuropeptide Y (Kohno et al., 2003).
Ghrelin is the only hormone containing a serine acylated
with n-octanoic acid, which is necessary for its biological
activity (Kojima et al., 1999). The ester bond of Ser3 is hy-
drolyzed easily by esterases in the blood; therefore, only 10 to
20% of circulating ghrelin is octanoylated (Depoortere, 2009).
Although octanoylation is necessary for ghrelin’s biological
activity, the link between octanoic acid and ghrelin can be
modified. When octanoic acid was connected to the peptide
backbone of ghrelin by an amide (Bednarek et al., 2000),
thioether, or ether bond (Matsumoto et al., 2001a), neither
the binding potency nor the calcium release in the cells with
transfected GHS-R1a was affected.
In vitro structure-activity studies in cells that overexpress
the ghrelin receptor reveal that an N-terminal tetrapeptide
with an octanoyl group in position 3 is the minimal core of
ghrelin that is necessary for biological activity (Bednarek et
al., 2000; Matsumoto et al., 2001a,b; Torsello et al., 2002). An
alanine scan of 14 amino acids at the N terminus of ghrelin
showed that, in addition to octanoylation at position 3, an
N-terminal positive charge and Phe4 are essential for the
biological activity of ghrelin (Van Craenenbroeck et al.,
2004). However, the C-terminal part of ghrelin was shown to
be important for the stability of ghrelin in in vivo testing
(Morozumi et al., 2011).
On the basis of the structure-activity studies mentioned
above, ghrelin analogs with potentially enhanced stability
were designed in this study. Initially, ghrelin was modified
by replacing the serine in position 3 with diaminopropionic
acid (Dpr), which can form a stable amide bond with octanoyl
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acid [Dpr(N-octanoyl)] (according to Bednarek et al., 2000)
and protect the molecule from hydrolysis by esterases. Sub-
sequently, N-terminal glycine and Phe4 were replaced with
noncoded amino acids to protect the analogs against the
activity of aminopeptidases or chymotrypsin-like protein-
ases, respectively. The designed analogs of ghrelin were ex-
amined for their affinities to cell membranes with trans-
fected GHS-R1a (Guerlavais et al., 2003), orexigenic effects
in adult mice, GH secretagogue activities in young mice, and
stabilities in blood plasma. In addition, desoctanoylated and
shorter N-terminal analogs of ghrelin were tested similarly
in the hope of obtaining a shorter active ghrelin analog.
We aimed to design peptidic ghrelin agonists with a bio-
logical activity similar to and a higher stability than ghrelin.
Such substances could have a prolonged effect in the treat-
ment of cachexia and sarcopenia.
Materials and Methods
Synthesis of Peptides. Mouse ghrelin (ghr) [Gly-Ser-Ser(O-
octanoyl)-Phe-Leu-Ser-Pro-Glu-His-Gln-His-Gln-Lys-Ala-Gln-Gln-Arg-
Lys-Glu-Ser-Lys-Lys-Pro-Pro-Ala-Lys-Leu-Gln-Pro-Arg], [Dpr(N-
octanoyl)3]ghrelin ([Dpr3]ghr), their full-length analogs with a
C-terminal COOH, and N-terminal penta- and octapeptides amidated
at the C terminus (Table 1) were assembled in a solid-phase ABI433A
synthesizer (Applied Biosystems, Foster City, CA) by stepwise cou-
pling of the corresponding fluorenylmethyloxycarbonyl amino acids
to the growing chain on Rink amide resin (1% divinylbenzene, 200–
400 mesh, 0.65 mmol/g) or Wang resin (1% divinylbenzene, 100–200
mesh, 0.57 mmol/g) (both from IRIS Biotech GmbH, Marktredwitz,
Germany). The fully protected peptides were synthesized, and the
peptides were purified and analyzed according to a standard proce-
dure (Maixnerová et al., 2007). Octanoylation of Ser3 and Dpr3 was
performed using a trityl group to protect the side chain of Ser3 and a
methyltrityl group to protect the side chain of Dpr3, as described in
the literature (Bednarek et al., 2000).
Ghrelin and [Dpr3]ghr were iodinated at His9 with either Na[125I]
or nonradioactive NaI using IODO-GEN (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA)-coated Eppendorf tubes according to a published
procedure (Elbert and Veselá, 2010). The purification was accom-
plished on an Agilent Prep-C18 5 column (250  4.6 mm) (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA), a gradient elution from 10% B to
20% B over 5 min and next to 30% B in 60 min (A  water with 0.1%
trifluoroacetic acid, B  acetonitrile with 0.1% of trifluoroacetic
acid). The nonradioactive iodinated peptides were used as the control
for molecular weights using MALDI-TOF Reflex IV mass spectrom-
etry (Bruker Daltonics, Billerica, MA). The specific activity of the
[125I]ghr or [125I][Dpr3]ghr was approximately 2000 Ci/mmol. Ali-
quots of the purified radiolabeled peptides were evaporated to dry-
ness and kept at 20°C. Radiolabeled peptides were used for binding
studies within 1 month.
Receptor Binding Studies. Binding studies were performed as
described in the literature (Guerlavais et al., 2003). In brief, isolated
plasma membranes from LLC PK-1 cells with transfected human
GHS-R1a (10 g of protein per tube) were used. Cell membranes
were incubated with 0.5 to 6 nM [125I]ghr or [125I][Dpr3]ghr in sat-
uration experiments and with 0.05 nM [125I]ghr and 1 pM to 0.1 mM
nonradioactive ligand in competitive binding experiments. Incuba-
tions were performed in a total volume of 0.5 ml of binding buffer (50
mM Tris/HCl, 5 mM EDTA, 2.5 mM MgCl2, and 0.1% bovine serum
albumin) for 45 min at 25°C. Nonspecific binding was determined in
the presence of 10 M ghrelin. The binding reaction was stopped by
the addition of ice-cold washing buffer [20 mM Tris (pH 7.4), 5 mM
EDTA, 2.5 mM MgCl2, and 0.015% Triton 20] followed by rapid
filtration over GF/C filters (Whatman, Clifton, NJ) presoaked with
0.5% polyethyleneimine using a Brandel cell harvester (Brandel Inc.,
Gaithersburg, MD). Filters were rinsed subsequently three times
with ice-cold washing buffer. Bound radioactivity was determined by
gamma counting (Wizard 1470 Automatic Gamma Counter;
PerkinElmer Life and Analytical Sciences, Waltham, MA). Nonspe-
cific binding amounted to 15% of the total binding. Experiments
were carried out in duplicate at least three times.
Experimental Animals. All of the experiments followed the eth-
ical guidelines for animal experiments and Czech Republic law 246/
1992 and were approved by the committee for experiments with
laboratory animals of the Academy of Sciences of the Czech Republic.
Inbred C57BL/6 male mice (AnLab, Prague, Czech Republic) were
housed at a temperature of 23°C under a daily cycle of 12 h of light
and dark (light from 6:00 AM) with free access to water and a standard
chow diet that contained 25%, 9%, and 66% of calories from protein, fat,
and carbohydrate, respectively. The energy content of the diet was 3.4
kcal/g (St-1; Mlýn Kocanda, Jesenice, Czech Republic).
Effect of Ghrelin Analogs on Food Intake. Twelve-week-old
mice were placed into separate cages for 1 week with free access to
water and food pellets. For the evaluation of the orexigenic activity of
TABLE 1
Structures and biological properties of ghrelin analogs
Xxx-Ser-Yyy-Zzz-Leu-Ser-Pro-Glu-His-Gln-His-Gln-Lys-Ala-Gln-Gln-Arg-Lys-Glu-Ser-Lys-Lys-Pro-Pro-Ala-Lys-Leu-Gln-Pro-Arg. Mean  S.E.M. of at least three separate
experiments. Ki was calculated using the Cheng-Prusoff equation (Cheng and Prusoff, 1973) (Kd  0.44  0.12 nM from the saturation binding experiment). For the
calculation of ED50  S.E.M., food intake 250 min after the subcutaneous administration of analogs in doses of 0.1 to 10 mg/kg (maximal effect) was examined. n  5–6 mice
per group.
No. Compound No. aa Xxx Yyy Zzz Binding Assay (125I	ghr displacement) Ki Orexigenic Effect ED50
M mg/kg
1 Ghrelin 28 Gly Ser(O-oct) Phe (3.67  1.05)  109 2.39  1.07
2 Dpr3	ghr 28 Gly Dpr(N-oct) Phe (3.28  1.03)  109 0.82  0.37
3 Sar1,Dpr3	ghr 28 Sar Dpr(N-oct) Phe (2.56  1.64)  109 0.65  0.29
4 Dpr3,Nal4	ghr 28 Gly Dpr(N-oct) Nal (4.89  0.94)  1010 1.13  0.51
5 Sar1,Dpr3,Nal4	ghr 28 Sar Dpr(N-oct) Nal (3.22  1.15)  1010 1.27  0.57
6 Dpr3,Cha4	ghr 28 Gly Dpr(N-oct) Cha (1.67  0.31)  109 0.35  0.16
7 Sar1,Dpr3,Cha4	ghr 28 Sar Dpr(N-oct) Cha (2.70  1.42)  109 4.63  2.07
8 Ghr(1–5) 5 Gly Ser(O-oct) Phe (1.83  1.16)  106 No effect
9 Dpr3	ghr(1–5) 5 Gly Dpr(N-oct) Phe (1.93  0.65)  106 No effect
10 Sar1,Dpr3	ghr(1–5) 5 Sar Dpr(N-oct) Phe NT No effect
11 Dpr3	ghr(1–8) 8 Gly Dpr(N-oct) Phe NT No effect
12 Sar1,Dpr3	ghr(1–8) 8 Sar Dpr(N-oct) Phe (3.24  1.68)  106 No effect
13 Trp3	ghr(1–5) 5 Gly Trp Phe 
105 No effect
14 Nal3	ghr(1–5) 5 Gly Nal Phe 
105 No effect
15 desoct ghr 28 Gly Ser Phe 
105 No effect
16 desoct Dpr3	ghr 28 Gly Dpr Phe 
105 No effect
NT, not tested.
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peptides, mice were fed freely before the experiment. Anorexigenic
activity was tested in mice that fasted for 17 h. The experiment
started at 8:00 AM, and mice were injected subcutaneously with 0.2
ml of saline or the tested compounds (dissolved in saline) at a dose of
0.1 to 10 mg/kg (n  5–6 mice per group). Fifteen minutes after the
injection, mice were given preweighed food pellets. Food intake was
followed for 6 h. The pellets were weighed at 30-min intervals and
then returned to the cage, and cumulative food intake was regis-
tered. Animals had free access to water during the experiments.
GH Assay. The effects of selected ghrelin analogs on GH release
was determined in 6-week-old male C57BL/6 mice. At 8:00 AM, fed
mice were injected subcutaneously with 0.2 ml of the tested com-
pounds (dissolved in saline) at a dose of 5 mg/kg (n  4–5 mice per
group). Ten or 30 min after the injection, blood was collected, and the
plasma was separated and stored at 20°C until being used. GH in
the plasma samples was determined with a radioimmunoassay kit
(IZOTOP, Budapest, Hungary) according to the protocol recom-
mended by the manufacturer.
Degradation of Ghrelin Analogs by Mouse Plasma. Ghrelin
and selected ghrelin analogs at a concentration of 1 M in plasma
from 12-week-old mice were incubated at 37°C for various time
periods. Incubation was stopped by quick freezing to 20°C. After
being thawed, samples were kept at 4°C throughout the following
procedures. They were filtered through YM-10 ultrafiltration mem-
branes (Millipore Corporation, Billerica, MA) by centrifugation at
4°C for 20 min at 16,000 x g. The filters were washed three times
with 0.1% formic acid, and the filtrates were lyophilized subse-
quently. The samples were reconstituted with 0.1% formic acid up to
the original volume of plasma for subsequent liquid chromatogra-
phy-mass spectrometry (LC-MS) analysis. Chromatographic separa-
tion was achieved on an ACQUITY UPLC BEH C18 column (2.1 
150 mm), packed with 1.7-m particles (Waters, Milford, MA). The
sample injection volume was 10 l. The separation was performed
using a linear gradient of 95% solvent A in solvent B to 100% solvent
B over 20 min [solvent A consisted of H2O/acetonitrile, 98:2 (v/v),
with 0.1% formic acid; solvent B was acetonitrile]. The flow rate was
100 l/min and was generated with a Rheos 2200 pump system (Flux
Instruments, Reinach, Switzerland) equipped with an HTS-PAL au-
tosampler (CTC Analytics AG, Zwingen, Switzerland). Mass detec-
tion was performed using an LTQ Orbitrap mass spectrometer
(Thermo Fisher Scientific) using electrospray ionization in positive
mode. Electrospray ionization parameters were as follows: sheath
gas flow rate, 25 arb; auxiliary gas flow rate, 5 arb; capillary tem-
perature, 275°C; capillary voltage, 40 V; tube lens, 155 V; and ion
spray voltage, 4.3 kV. All of the samples were run in duplicate.
Statistical Analysis. The data are presented as the mean 
S.E.M. Saturation and competitive binding curves were plotted using
GraphPad software (GraphPad Software Inc., San Diego, CA) while
comparing the best fit for single binding site models (Kd, Bmax, and
IC50 values were obtained from nonlinear regression analysis). Inhi-
bition constants (Ki) were calculated from IC50 values using the
Cheng-Prusoff equation (Chang and Cheng, 1978).
Food intake was measured in grams of chow consumed, and the
ED50 values were calculated using GraphPad Software as the dose of
the peptide required to elicit half-maximal consumption at 250 min
after the injection of the compound (time of maximal effect).
Data from GH release and from food intake experiments were
analyzed by one-way analysis of variance followed by Dunnett’s post
hoc test using GraphPad Software; p  0.05 was considered statis-
tically significant.
Results
Design and Synthesis of Ghrelin Analogs. The peptide
sequences were assembled on a solid support as described
under Materials and Methods. The purity of all of the pep-
tides was 
95%.
Structures of the ghrelin analogs used in this study are
shown in Table 1. The ester group of the amino acid in
position 3 was replaced with an amide group to increase the
stability (Bednarek et al., 2000) in the series of [Dpr3]ghr
derivatives (compounds 2–7 and 9-12). To further increase
the stability of the ghrelin peptide analogs, sarcosine was
used to replace glycine at the N-terminal position (analogs 3,
5, 7, 10, and 12), and/or the noncoded amino acids naphthy-
lalanine (Nal) (analogs 4 and 5) and cyclohexylalanine (Cha)
(analogs 6 and 7) replaced phenylalanine at position 4. To
find the minimal structure that retained biological activity,
N-terminal penta- and octapeptide analogs of ghrelin (8–12)
were synthesized. Pentapeptides 13 and 14 are shorter ver-
sions of full-length ghrelin in which Trp3 or Nal3 replace
Ser(O-octanoyl)3. These analogs were found by others (Ma-
tsumoto et al., 2001a) to activate calcium release in cells with
transfected ghrelin receptors. A similar pentapeptide
[Trp3,Arg5]ghr(1–5) was reported previously to stimulate GH
secretion in rats and food intake in mice (Ohinata et al.,
2006). Peptides 15 and 16 are the desoctanoyl forms of ghre-
lin and [Dpr3]ghr, respectively.
Binding of Ghrelin Analogs to GHS-R1a. The satura-
ble, specific binding of both [125I]ghr and [125I][Dpr3]ghr to
cell membranes of LLC PK-1 cells with transfected human
GHS-R1a exhibited a Kd value  1 nM and a Bmax value close
to 103 fmol/mg protein (Table 2). Nonspecific binding was
approximately 20%. Nonlinear regression analysis showed
one binding site for both ghrelin and [Dpr3]ghr (Fig. 1).
The results of competitive displacement of [125I]ghr bind-
ing by ghrelin analogs are summarized in Table 1. Ghrelin
and its full-length analogs 2 to 8 had Ki values in the nano-
molar range. The Ki values for analogs 4 and 5, which con-
tained Nal in position 4, were even lower, in the 0.1 nM
range. The N-terminal pentapeptides 8 and 9 and octapep-
tide 12 showed Ki values in the micromolar range (Table 1).
Pentapeptides 13 and 14 did not displace [125I]ghr binding
even at a concentration of 10 M (Table 1), and full-length
peptides lacking the octanoyl group showed the same result
(15 and 16). Competitive binding experiments performed
with [125I][Dpr3]ghr gave results similar to those obtained
with [125I]ghr (M. Pýchová, unpublished observations).
In Vivo Studies. The effects of subcutaneously adminis-
tered ghrelin analogs on food intake were tested in fed mice
(orexigenic activity) or fasted mice (anorexigenic activity).
None of the tested ghrelin analogs caused a decrease in food
intake in fasted mice at a dose of 10 mg/kg compared with
that of the saline-treated group (M. Holubová, unpublished
observations).
On the contrary, full-length analogs of ghrelin showed a
very significant orexigenic effect in freely fed mice at doses of
1 to 10 mg/kg s.c. compared with that of the control (Fig. 2).
In addition, the orexigenic effect of [Dpr3]ghr analogs lasted
longer than that of ghrelin and was even more pronounced in
TABLE 2
125I	ghr and 125I	Dpr3	ghr saturation binding to LCC PK-1 cell
membranes with transfected GHS-R1a
Mean  S.E.M. of four separate experiments.
Radioligand Kd Bmax
nM fmol/mg protein
125I	ghr 0.44  0.12 860  160
125I	Dpr3	ghr 0.79  0.28 800  73
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analogs containing noncoded amino acids (peptides 3, 4, and
6 with Sar in position 1 and Nal or Cha in position 4; Fig. 2).
The ED50 values when the maximal orexigenic effects were
achieved at 250 min (Table 1) were in the range of mg/kg for
all of the full-length analogs. The ED50 value for subcutane-
ously administered ghrelin in this study was approximately 2
mg/kg, which is similar to that reported previously (Per-
reault et al., 2004).
On the contrary, penta- and octapeptide ghrelin analogs,
desoctanoyl ghr, and desoctanoyl [Dpr3]ghr did not show any
significant orexigenic effect even at the maximum dose of 10
mg/kg (Table 1).
A significant and comparable increase in the release of GH
at a dose of 5 mg/kg was observed in 6-week-old male mice
after the administration of ghrelin and the selected analogs
[Dpr3]ghr, [Dpr3,Nal4]ghr, and [Dpr3,Cha4]ghr (compounds
2, 4, and 6) both 10 and 30 min after treatment (Fig. 3).
Degradation of Ghrelin Analogs by Mouse Plasma.
Ghrelin was degraded rapidly in mouse plasma (Fig. 4). How-
ever, [Dpr3]ghr and its two analogs showed prolonged stabil-
ity in mouse plasma of 
4 h (Fig. 4).
Discussion
Octanoylation of Ser3 in ghrelin is unique in biological
systems, and its necessity for the binding of ghrelin to its
receptor and for biological activity was recognized soon after
the discovery of ghrelin (Kojima et al., 1999; Bednarek et al.,
2000). Protection of the octanoyl group against the activity of
esterases has been accomplished by replacing Ser3 with Dpr.
This change was found earlier to affect neither the binding
activity nor calcium release from cells with transfected with
GHS-R1a (Bednarek et al., 2000). However, the in vivo prop-
erties of [Dpr3]ghr have not been followed previous to our
study. All of the full-length ghrelin analogs in this study were
based on [Dpr3]ghr.
In the in vitro study, we confirmed similar affinities of
ghrelin and [Dpr3]ghr for GHS-R1a by obtaining similar Kd
values in saturation binding and equal Ki values in compet-
itive binding to cell membranes with transfected GHS-R1a.
In the in vivo experiments in adult mice, subcutaneously
administered [Dpr3]ghr exhibited an augmented and longer-
lasting orexigenic effect than that observed for ghrelin. The
result corresponded with 
4 h of stability of [Dpr3]ghr in
blood plasma. Ghrelin was degraded totally in blood plasma
in only 40 min, as reported also by De Vriese et al. (2004).
To protect [Dpr3]ghr against degradation by aminopepti-
dases, glycine in position 1 was replaced with Sar according
to our previous experience (Maletínská et al., 1997), where
Fig. 1. [125I]ghr (A) and [125I][Dpr3]ghr (B) saturation binding to LCC
PK-1 cell membranes transfected with GHS-R1a. The cells were incu-
bated at 25°C for 45 min with increasing amounts of [125I]ghr or
[125I][Dpr3]ghr in the absence (total binding) or presence (nonspecific
binding) of 10 M ghr or [Dpr3]ghr. Specific binding was calculated by
subtracting the nonspecific binding from the total binding. Binding
curves were plotted using nonlinear regression. The figure is a represen-
tative example of four experiments performed in duplicate.
Fig. 2. Effects of ghrelin analogs on food intake of fed mice. Compounds
were administered subcutaneously at a dose of 5 mg/kg. Food intake was
monitored for 6 h after the injection and is expressed in grams of food
consumed. p  0.05 (ghrelin versus saline-treated group); p  0.01
([Sar1,Dpr3,Nal4]ghr versus saline-treated group); p  0.001 ([Dpr3]ghr,
[Dpr3,Nal4]ghr, [Dpr3,Cha4]ghr, [Sar1,Dpr3,Cha4]ghr, and [Sar1,Dpr3]ghr
versus saline-treated group) (n  5–6 mice per group).
Fig. 3. Effects of ghrelin analogs on GH release. At 10 and 30 min after
the subcutaneous injection of ghrelin analogs (at a dose of 5 mg/kg) to
mice (n  4–5), blood was collected, and GH was measured in blood
plasma using a radioimmunoassay. , p  0.01; , p  0.001 versus the
respective control groups.
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Sar in position 1 was not found to affect the biological activity
of angiotensin II. However, replacement of Gly1 with acetyl
or N-acetyl-Gly (Bednarek et al., 2000; Van Craenenbroeck et
al., 2004) has been shown to result in the loss of in vitro
activity.
The Phe4-Leu5 bond of ghrelin or [Dpr3]ghr could be a
cleavage site for chymotrypsin-like proteinases. As reported
previously, replacement of Phe4 with alanine or tyrosine has
resulted in complete loss of in vitro activity (Van Craenen-
broeck et al., 2004). Therefore, Phe4 was replaced with the
noncoded bulky hydrophobic phenylalanine derivatives Nal
or Cha in this study.
Modification of [Dpr3]ghr with Nal or Cha in position 4
(compounds 4 and 6) preserved both the affinity to the recep-
tor and the orexigenic effect; [Dpr3Cha4]ghr (compound 6)
had both Ki and ED50 values of only one order of magnitude
less than those of [Dpr3]ghr. Both [Dpr3Nal4]ghr and
[Dpr3Cha4]ghr showed stabilities of 
4 h in blood plasma,
which was similar to that of [Dpr3]ghr. The three analogs
[Dpr3Nal4]ghr, [Dpr3Cha4]ghr, and [Dpr3]ghr all showed an
effect on GH secretion comparable with that of ghrelin.
Replacement of glycine in position 1 with Sar (compound 3)
in [Dpr3]ghr resulted in an analog that preserved both its
affinity to the receptor and the orexigenic effect, as observed
in the analogs with modifications in position 4 (compounds 4
and 6). Interestingly, placing both Sar in position 1 and Nal
or Cha in position 4 did not produce a positive additive effect
on the affinity to the receptor or the orexigenic effect (com-
pounds 5 and 7).
The ghrelin N-terminal penta- and octapeptides were re-
ported not only to bind to cell membranes with transfected
GHS-R1a and mobilize their calcium release (Bednarek et
al., 2000; Matsumoto et al., 2001b) but also to potentiate GH
secretion in vivo (Matsumoto et al., 2001a) and inhibit the
secretion of pancreatic juice (Kapica et al., 2006). However,
we found that the N-terminal ghrelin pentapeptide (com-
pound 8), [Dpr3]ghr pentapeptide (compound 9), [Dpr3]ghr
octapeptide (compound 11), and their Sar1 analogs (com-
pounds 10 and 12) possessed Ki values only in the micromo-
lar range and had no effect on food intake. Similar results
were obtained with the N-terminal pentapeptides containing
Nal3 and Trp3, which were reported previously to accomplish
calcium release from GHS-R1a-transfected cell membranes
and to have an orexigenic effect (Matsumoto et al., 2001a;
Ohinata et al., 2006). In agreement with our findings, the
biological activity of the ghrelin N-terminal pentapeptide
was questioned previously because it neither bound to hypo-
thalamus or pituitary membranes nor stimulated GH secre-
tion in vivo (Torsello et al., 2002).
It has been shown in several studies that the desoctanoy-
lation of ghrelin dramatically decreases binding to GHS-R1a
(Kojima et al., 1999; Bednarek et al., 2000; Matsumoto et al.,
2001a). In our study, we did not find binding to the receptor,
an orexigenic effect, or an anorexigenic effect for both des-
octanoyl ghrelin and desoctanoyl [Dpr3]ghr at doses up to 10
mg/kg s.c. in mice. We confirmed that desoctanoylation com-
pletely destroys the orexigenic effect of ghrelin and that the
desoctanoylated peptide does not possess an anorexigenic
effect.
With its unique lipopeptide chemical structure, ghrelin is
the only known orexigenic hormone that is released periph-
erally. The diverse effects of ghrelin suggest possible clinical
applications for GH deficiency, eating disorders, or gastroin-
testinal diseases.
In this study, stabilization of the octanoyl group by the
introduction of Dpr(N-octanoyl)3 into ghrelin when combined
with noncoded phenylalanine derivatives, such as Nal or Cha
in position 4, produced stable ghrelin analogs with a high
affinity to GHS-R1a and an orexigenic effect as potent as
ghrelin, but with a substantially longer duration.
Ghrelin agonists have been tested recently as promising
therapeutics in cachexia that accompanies cancer, chronic
kidney disease, or heart failure (reviewed in DeBoer, 2008;
Krasnow and Marks, 2010). The ghrelin analogs that were
investigated in this study could be useful in further studies
on the physiological role of ghrelin, and these peptides may
be useful for the treatment of cachexia.
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Elbert T and Veselá I (2010) Conditions for successful labeling of oxidation sensitive
peptides by Na[125I]–IODO-GENTM system. J Label Compd Radiopharm 53:288–
293.
De Vriese C, Gregoire F, Lema-Kisoka R, Waelbroeck M, Robberecht P, and Delporte
C (2004) Ghrelin degradation by serum and tissue homogenates: identification of
the cleavage sites. Endocrinology 145:4997–5005.
Guerlavais V, Boeglin D, Mousseaux D, Oiry C, Heitz A, Deghenghi R, Locatelli V,
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Ghrelin and agonists of its receptor GHS-R1a are potential 
substances for the treatment of cachexia. In the present study, 
we investigated the acute and long-term effects of the GHS-R1a 
agonist JMV 1843 (H-Aib-DTrp-D-gTrp-CHO) on food intake, body 
weight and metabolic parameters in lean C57BL/6 male mice. 
Additionally, we examined stability of JMV 1843 in mouse blood 
serum. A single subcutaneous injection of JMV 1843  
(0.01-10 mg/kg) increased food intake in fed mice in a dose-
dependent manner, up to 5-times relative to the saline-treated 
group (ED50=1.94 mg/kg at 250 min). JMV 1843 was stable in 
mouse serum in vitro for 24 h, but was mostly eliminated from 
mouse blood after 2 h in vivo. Ten days of treatment with 
JMV 1843 (subcutaneous administration, 10 or 20 mg/kg/day) 
significantly increased food intake, body weight and mRNA 
expression of the orexigenic neuropeptide Y and agouti-related 
peptide in the medial basal hypothalamus and decreased the 
expression of uncoupling protein 1 in brown adipose tissue. Our 
data suggest that JMV 1843 could have possible future uses in 
the treatment of cachexia. 
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Ghrelin is an endogenous ligand of the growth 
hormone secretagogue receptor (GHS-R). Structurally, 
ghrelin is a linear 28-amino-acid peptide with an octanoyl 
acid bound to Ser3 that is necessary for its biological 
activity but is highly prone to fast hydrolysis (Kojima et 
al. 1999). Due to the limited half-life of the octanoylated 
ghrelin, more stable analogs are being developed for 
potential clinical use. 
Ghrelin is the only known orexigenic gut 
hormone that acts directly in the brain by enhancing both 
the expression and secretion of the orexigenic 
neuropeptide Y (NPY) and agouti-related peptide (AgRP) 
(Cowley et al. 2003, Chen et al. 2004). Although ghrelin 
was originally discovered as an endogenous growth 
hormone (GH) secretagogue with the potential to be used 
in the treatment of GH deficiency (Kojima et al. 1999), 
attention is currently focused more on ghrelin analogs 
with orexigenic effects that have potential applications in 
the treatment of cachexia.  
In long-term studies, ghrelin and its peptide 
agonists such as BIM-28125 and BIM-28131, designed 
by IPSEN, increased body fat but not lean body mass in 
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lean rats, and this effect was independent of GH-releasing 
action (Tschöp et al. 2000, Strassburg et al. 2008). Under 
conditions of chronic wasting states, such as cachexia in 
chronic kidney disease, adjuvant arthritis or heart failure, 
ghrelin and BIM-28125 and BIM-28131 preferably 
prevented muscle wasting by attenuating muscle 
proteolysis (Deboer et al. 2008) or by the expression of 
ubiquitin ligases preventing muscle atrophy (Palus et al. 
2011) but not by anabolic action.  
Two orally active ghrelin agonists, TZP-102 of 
Tranzyme Pharma for the treatment of gastroparesis and 
anamorelin of Helsinn for the treatment of 
cachexia/anorexia in patients with non-small cell lung 
cancer are in clinical testing phase 2 and 3, respectively.   
The ghrelin peptide agonist [Aib-DTrp-DgTrp-
CHO] named JMV 1843, formerly known as EP-1572 
(Broglio et al. 2002, Guerlavais et al. 2003) was 
originally designed as a GH secretagogue. JMV 1843 was 
demonstrated to have high binding affinity for both 
human pituitary cell membranes and LLC PK-1 cells 
transfected transiently with human GHS-R1 (Guerlavais 
et al. 2003) where this compound also activated 
MAPK/ERK1/2 (Mousseaux et al. 2006). In young dogs, 
JMV 1843 was shown to stimulate growth hormone 
secretion (Guerlavais et al. 2003). In healthy men, orally 
or subcutaneously (SC) administered JMV 1843 rapidly 
and dose-dependently enhanced its concentration in the 
blood plasma and subsequently stimulated growth 
hormone secretion (Piccoli et al. 2007). JMV 1843 was 
tested as AEZS-130 in Phase 3 clinical trial to assess the 
use of this compound as a diagnostic tool in adults with 
GH deficiency and has also been tested in Phase 2 study 
for the treatment of cachexia by Aeterna Zentaris. 
The goal of this study was to investigate the 
acute and long-term effects of the SC-administered 
GHS-R1a agonist JMV 1843 on food intake, body weight 
and metabolic parameters in lean C57BL/6 mice. 
Additionally, we examined stability of the compound in 
mouse blood serum both in vitro and in vivo. Our results 
suggest that because of its prolonged stability compared 
with ghrelin and its ability to positively affect food 
intake, likely through the activation of hypothalamic 
NPY/AgRP neurons, JMV 1843 could have a potential to 




Synthesis of the GHS-R1a agonist JMV 1843 
JMV 1843 [H-Aib-DTrp-D-gTrp-CHO] was 
synthesized at IBMM UMR5247, Faculté de Pharmacie, 
Montpellier, as described by Guerlavais et al. (2003). 
 
Experimental animals 
All experiments followed the ethical guidelines 
for animal experiments and the Czech Republic law 
No. 246/1992 and were approved by the Committee for 
Experiments with Laboratory Animals of the Academy of 
Sciences of the Czech Republic. 
Inbred C57BL/6 male mice (AnLab, Prague, 
Czech Republic) were housed at a temperature of 23 °C 
under a daily cycle of 12-hour periods of light and dark 
(light period starting at 6:00 a.m.). Mice had free access 
to water and a standard chow diet that contained 25 %, 
9 % and 66 % of calories from protein, fat and 
carbohydrate, respectively (St-1, Mlýn Kocanda, 
Jesenice, Czech Republic). 
  
Acute effect of the GHS-R agonist JMV 1843 on food 
intake  
Fifteen-week-old mice were randomly divided 
into groups of 6 animals and were kept in separate cages 
for one week. Before the experiment, mice had free 
access to food and water. Thereafter, the food pellets 
were removed at 8:00 a.m. and the mice were injected SC 
with 0.2 ml of saline or JMV1843 (dissolved in saline) at 
a dose ranging from 0.01 to 10 mg/kg of body  
weight (b.w.) (n=6 mice per group, b.w. 23-26 g). 
Fifteen minutes after the injection, mice were given pre-
weighed food pellets. Food intake was monitored for 5 h; 
the pellets were weighed at 30 min intervals and then 
returned to the cages and cumulative food intake was 
registered. Animals had free access to water during the 
experiment.  
 
Measurement of pharmacokinetics in the blood serum in 
vitro and in vivo 
For in vitro pharmacokinetics, the sera of adult 
male C57BL/6 mice were spiked with JMV 1843 to a 
final concentration of 10-6 M and incubated at 37 °C. 
Samples were collected at 30 min, 1, 2, 4, 8, 24, 48, 72, 
96 and 144 h after the start of the incubation and were 
immediately frozen and stored at –20 °C.  
Simultaneously, fed 15-week-old male C57BL/6 
mice were SC injected with 0.2 ml of JMV 1843 
(dissolved in saline) at a dose of 5 or 10 mg/kg of b.w. 
and sacrificed by decapitation at 10 min, 30 min, 1, 2, 4 
or 8 h after injection (n=3). Blood was collected and 
serum was isolated and stored at –20˚C.  
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In both experiments, JMV 1843 was extracted 
from serum using an acetonitrile precipitation of proteins 
as described previously (Hatziieremia et al. 2007). 
Samples were then subjected to an LC-MS system 
consisting of an Alliance HPLC (Waters, USA) and  
a Q-TOF-Micro hybrid mass spectrometer (Waters, 
USA). Chromatographic separation was carried out with 
a Discovery HS C18 column (Supelco, USA), with a 
particle size of 5 µm and a column size of 50 x 2.1 mm 
ID. Mobile phase A consisted of 0.1 % HCOOH in water, 
and mobile phase B contained 0.1 % HCOOH in 
acetonitrile. For the separation of analytes, a gradient 
from 5 % to 100 % B over 5.5 min was used at a flow 
rate of 200 µl/min. 
 
Effect of 10-day administration of the GHS-R agonist 
JMV 1843 on food intake and metabolic parameters in 
mice 
 At the age of 16 weeks, mice were randomly 
divided into three groups of 10 animals and placed into 
separate cages with free access to food and water. The 
following week, mice were subjected to a 10-day food 
intake experiment. The mice were injected SC with saline 
or JMV 1843 at a dose of 10 or 20 mg/kg of b.w./day 
(twice a day at 8:00 a.m. and 6:00 p.m., single doses of  
5 or 10 mg/kg of b.w., respectively) for 10 days. 
Consumption of the St-1 diet and the weight of the mice 
were monitored simultaneously. 
 At the end of the experiment, fed mice were 
sacrificed by decapitation at 8:00 a.m. Trunk blood was 
collected and plasma was prepared and stored at –20 °C. 
The white adipose tissue (WAT, abdominal plus gonadal 
adipose tissue), the subcutaneous adipose tissue (SCAT), 
the brown adipose tissue (BAT), the musculus 
gastrocnemius and the liver of all mice were dissected, 
weighed, flash-frozen in liquid nitrogen and stored at  
–70 °C. The rate of adiposity was expressed as fat-to-
body weight ratio (ratio of the total adipose tissue weight 
to the total body weight). Brains were dissected, placed 
into isopentane at –15 to –20 °C for one minute, frozen 
on dry ice and kept at –70 °C until sectioning. Coronal 
sections (200 μm) were cut (starting –1.25 mm from the 
bregma) using a cryostat, mounted on glass slides, and 
immersed in absolute ethanol for 50 s. Immediately 
thereafter the medial basal hypothalamus (including the 
median eminence, arcuate nuclei, ventromedial nuclei, 
and dorsomedial nuclei) was dissected with a razor blade 
from a series of sections under a microscope. The tissue 
was homogenized in RNA extraction lysis buffer, and 
kept at –70 °C until RNA extraction. 
 
Determination of hormonal and biochemical parameters  
The plasma insulin and adiponectin 
concentrations were measured by RIA assays (Linco 
Research, St. Charles, MI, USA), and leptin and IGF-1 
concentrations were determined by ELISA assays (Linco 
Research, St. Charles, MI, USA and BioVendor, 
Heidelberg, Germany, respectively). The blood glucose 
levels were measured using a Glucocard glucometer 
(Arkray, Kyoto, Japan). All measurements were carried 
out according to the protocols recommended by the 
manufacturers. 
 
Determination of mRNA expression  
Samples of adipose tissue (BAT, WAT) and 
muscle were homogenized, total RNA was extracted and 
RNA concentration was determined as previously 
described (Maletínská et al. 2011). Determination of the 
mRNA expression of genes of interest (uncoupling 
protein 1 (UCP1) in brown adipose tissue; uncoupling 
protein 2 (UCP2), acetyl-CoA carboxylase 1 (ACACA), 
fatty acid synthase (FASN), lipoprotein lipase (LPL) and 
stearoyl-CoA desaturase 1 (SCD-1) in abdominal plus 
gonadal adipose tissue; myostatin, myogenin, myosin 
heavy chain 4 (MHC4) and insulin-like growth factor 
1(IGF-1) in muscle) was performed using an ABI PRISM 
7500 instrument (Applied Biosystems, Foster City, CA, 
USA). The expression of β2 microglobulin (B2M) was 
used to compensate for variations in input RNA amounts 
and the efficiency of reverse transcription, and the 
modified formula 2-ΔCt was used to calculate the relative 
gene expression. 
Total RNA from the medial basal hypothalamus 
was isolated using the RNAqueous Micro Kit (Ambion, 
Austin, TX). The concentration of RNA for the target 
genes NPY and AgRP was determined as detailed 
previously (Stofkova et al. 2010). Input RNA amounts 
were calculated with a multiple comparative method for 
the mRNAs of interest and GAPDH. Statistical analysis 
was performed using GenEx Ver. 5 software (MultiD 
Analyses AB, Goteborg, Sweden). 
 
Statistical analysis 
The data are presented as the means ± SEM for 
the number of animals indicated in the figures and tables. 
The data were analyzed by a two-way analysis of 
variance (ANOVA) followed by a Bonferroni post-hoc 
test (food intake and body weight evaluation), one-way 
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ANOVA followed by a Dunnett post-hoc test (metabolic 
parameters) or t-test (mRNA expressions), as indicated in 
the figures and table legends, using GraphPad Software 
(San Diego, CA, USA). P<0.05 was considered 
statistically significant. In the acute food intake test, the 
ED50 value was calculated using GraphPad software as 
the dose of the compound required to elicit half-maximal 
consumption at 250 min after the injection of the 




Acute effects of JMV 1843 in lean mice 
The acute orexigenic effect of the SC 
administered ghrelin agonist JMV 1843 was determined 
in fed 15-week-old C57BL/6 mice using doses from 
0.01 to 10 mg/kg of b.w. JMV 1843 increased food 
intake in fed mice in a dose-dependent manner, with an 
ED50 value of 1.94 mg/kg at 250 min. Doses of 5 and 
10 mg/kg caused greater than 5-fold increases in food 
intake compared with the administration of saline alone 
(Fig. 1). 
 
Pharmacokinetics of JMV 1843 in vitro and in vivo 
JMV 1843 showed good stability in vitro in 
mouse serum for 24 h when incubated at 37 °C, 
maintaining 50 % of its initial concentration after 60 h 
(Fig. 2A). However, it was almost completely eliminated 
from mouse blood after 2 h following SC administration 
in mice, with elimination half-lives of 21 and 23 min 
at the doses of 5 mg/kg and 10 mg/kg, respectively 
(Fig. 2B). 
 
Effects of 10-day administration of JMV 1843 in lean 
mice 
Our short-term food intake experiment showed 
that the use of 10 mg/kg of JMV 1843 resulted in the 
most significant increase in food intake. However, due to 
the relatively fast elimination of the compound from 
mouse blood, daily doses of 10 and 20 mg/kg of b.w., 
injected SC at doses of 5 and 10 mg/kg, two times daily, 
respectively, were chosen for the 10-day administration 
experiment. 
Ten days of treatment with JMV 1843 at both 
doses significantly increased average daily food intake 
(Fig. 3A) and body weight (Fig. 3B) compared with the 
saline control treatment. Treatment with JMV 1843 at a 
dose of 20 mg/kg of b.w./day significantly increased 
glucose level. However, at the 10 mg/kg of b.w./day 
dose, no effect on blood glucose was found. Circulating 
leptin levels were increased proportionally with the 
increased adiposity by both doses of JMV 1843 but 
changes in both parameters did not reach significancy. 
Despite these effects on food intake, body weight and 
adiposity, no significant changes in metabolic parameters, 
such as insulin, adiponectin and IGF-1 plasma levels, 
were detected (Table 1). 
 
Expression of NPY and AgRP mRNAs in the medial basal 
hypothalamus 
Treatment with JMV 1843 at a dose of 20 mg/kg 
of b.w./day significantly increased the expression of 
mRNAs for the orexigenic peptides NPY and AgRP in 
medial basal hypothalamus comprising the median 
eminence, arcuate, paraventricular and dorsomedial 




Fig. 1. Acute effect of JMV 1843 on food intake 
in C57BL/6 mice (SC administration, doses of 
0.01, 0.1, 1, 5 and 10 mg/kg). Food intake was 
monitored for 5 h after injection and is 
expressed in grams of food consumed. The data 
were analyzed by two-way ANOVA followed by a 
Bonferroni post-hoc test. The significance levels 
were *P<0.05, **P<0.01, and *** P<0.001 vs.
the saline-treated group (n=6). 
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Discussion 
 
Ghrelin and other agonists of the growth 
hormone secretagogue receptor (GHSR-1a) are currently 
being investigated as potent therapeutic agents for the 
treatment of cachexia, a complex wasting syndrome 
accompanying a wide array of chronic diseases. Effects 
of ghrelin, such as increase in appetite, food intake and 
body adiposity, suggest its potential to counteract the 
symptoms of cachexia. Therefore ghrelin can help 
to preserve energy reserves and improve clinical 
outcomes in cachectic patients. Due to the limited 
stability of ghrelin and its short half-life in circulation, 
ghrelin analogs with greater stability are being developed 
for the treatment of cachexia. 
In this study, we investigated the acute and long-
term effects of the pseudopeptide GHS-R1a agonist 
JMV 1843 subcutaneously administered to lean C57BL/7 
male mice. The data presented here clearly indicate that 
JMV 1843 positively affects food intake and body weight 
gain, suggesting its potential to beneficially affect 
disorders accompanied by chronically decreased food 
intake. 
Similarly to the previously described 90 min 
food intake experiment (Pirnik et al. 2011), our dose 
response acute experiment showed that a single SC 
injection of JMV 1843 constantly stimulated 5-h food 
intake in ad libitum-fed lean mice during the light phase. 
JMV 1843 increased food consumption in a dose 
dependent manner, reaching statistical significance at 
a dose of 1 mg/kg of b.w. Doses of 5 and 10 mg/kg of b.w. 
caused greater than 5-fold increases in food intake during 
the 5-h period, compared to the saline-treated group. 
 
Fig. 2. Degradation profile of JMV 1843 (A) in mouse blood
serum in vitro and (B) after administration to C57BL/6 mice in 
vivo. (A) Mouse serum spiked with JMV 1843 (10-6 M) was 
incubated at 37 °C for the indicated time periods. Samples
prepared by acetonitrile precipitation were subjected to LC-MS 
analysis. The data are expressed as a percentage of the
concentration at time zero. (B) Mice (n=3 per group) were SC 
injected with JMV 1843 at the doses of 5 and 10 mg/kg and were
sacrificed after the time periods indicated in the figure. Samples
prepared by acetonitrile precipitation were subjected to LC-MS 




Fig. 3. Long-term effect of JMV 1843 on food intake and body 
weight in C57BL/6 mice (SC administration, 10 and 20 mg/kg of 
b.w./day, administered as 5 and 10 mg/kg twice per day for 
10 days, respectively). Food intake and body weight were 
monitored daily. (A) Cumulative food intake expressed as a 
percentage of the food intake of the control group, (B) body 
weight change expressed as a percentage of the initial body 
weight. The data were analyzed by two-way ANOVA followed by 
a Bonferroni post-hoc test. The significance levels were *P<0.05, 
**P<0.01, and *** P<0.001 vs. the saline-treated group (n=10).
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This increase was even greater than the one observed in 
our previous experiments with ghrelin at the same dose 
(Maletínská et al. 2012). The stronger potency of 
JMV 1843 could be due to its prolonged stability and 
more long-lasting effect relative to ghrelin. Ghrelin has 
been reported to have a short biological half-life of 
approximately 9-13 min, mostly due to the rapid 
desacylation of the peptide (Akamizu and Kangawa 
2006). In contrast, the synthetic pseudopeptide JMV 1843 
showed increased stability, with a half-life of 80-93 min 
after different doses of intradermal application in men 
(Piccoli et al. 2007). In our in vitro experiment examining 
the degradation of JMV 1843 in mouse serum, we 
showed that JMV 1843 remained almost completely 
stable for approximately 24 h and was present at 50 % of 
its initial concentration after 2.5 days. However, ghrelin 
was degraded rapidly under the same conditions with a 
half-life of 12 min, as shown in our previous study 
(Maletínská et al. 2012). The pharmacokinetics of JMV 
1843 determined in vivo in mice after SC administration 
showed that the drug promptly entered blood stream, with 
a peak concentration 10 min after administration. 
Although JMV 1843 was found to be stable in vitro, it 
was almost completely eliminated from mouse blood 
after 2 h following the SC administration, having a 
biological half-life of 21-23 min and reaching a zero 
concentration after 4 h. These observations suggest that 
JMV 1843 is either rapidly metabolized or accumulated 
in tissues.  
JMV 1843 administered subcutaneously for ten 
days significantly increased the food intake and body 
weight of lean mice at both doses. Surprisingly, the effect 
of the lower dose was slightly more pronounced than the 
effect of the higher dose. This finding is most likely due 
to the lower solubility at the higher dose, reaching the 
maximal possible effect of the compound at the lower 
dose or saturation of influx mechanisms at the lower 
dose. Importantly, the weight gain at both doses was 
maintained until the last measurement, although the effect 
on food intake stayed significant for seven days and then 
dropped slightly. This finding seems to be consistent with 
the suggestion that mechanisms other than hyperphagia 
may mediate ghrelin-induced increase in body weight 
(Kim et al. 2004). It was previously demonstrated that 
chronic ghrelin treatment in lean mice decreased the 
expression of UCP1 in brown adipose tissue (Tsubone et 
al. 2005). UCP1, which is expressed predominantly in 
BAT mitochondria, is responsible for the high 
thermogenic capacity of BAT and regulates energy 
expenditure; it allows proton re-entry into the 
mitochondrial matrix without passing through 
ATP-synthase, which enables energy dissipation via the 
production of heat (Clapham 2011). In this study, we 
showed that a ten-day treatment with JMV 1843 
significantly decreased the expression of UCP1 mRNA in 
BAT similarly to the above mentioned down-regulation 
of UCP1 mRNA after the treatment with ghrelin. This 
suggests a possible reduction of energy expenditure, 
which may also contribute to the described increase in 
body weight. Furthermore, treatment with JMV 1843 
tended to increase the UCP2 mRNA level in WAT. This 
observation corresponds to the effect of ghrelin described 
by (Tsubone et al. 2005); however, the functional 
significance of this effect remains unknown. 
To further dissect the mechanisms underlying the 
orexigenic effect of the chronic administration of 
JMV 1843, we examined the changes in the mRNA levels 
of NPY and AgRP in the medial basal hypothalamus. NPY 
Fig. 4. Expression of mRNA in mouse 
tissues after 10-day administration of 
JMV1843 at a dose of 20 mg/kg of 
b.w./day: (A) NPY mRNA levels, (B) 
AgRP mRNA levels in the medial basal 
hypothalamus. The data were normalized 
to GAPDH and analyzed by the unpaired 
t-test. The significance levels were 
*P<0.05, **P<0.01, and *** P<0.001 
vs. the saline-treated group (n=10). (C) 
UCP1 mRNA levels in brown adipose 
tissue, (D) UCP2 mRNA levels in white 
adipose tissue. The data were normalized 
to β2 microglobulin and analyzed by the 
unpaired t-test. The significance levels 
were *P<0.05, **P<0.01, and 
*** P<0.001 vs. the saline-treated group 
(n=10). 
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and AgRP are potent orexigenic peptides co-expressed in 
subsets of neurons in the arcuate nucleus. It was shown 
that both central and peripheral chronic administration of 
ghrelin increase hypothalamic NPY and AgRP mRNA 
levels, indicating that NPY/AgRP containing neurons are 
the primary hypothalamic targets of ghrelin and obligatory 
mediators of its orexigenic effect (Kamegai et al. 2001, 
Chen et al. 2004). We found that the treatment with 
JMV 1843 significantly elevated NPY and AgRP mRNA 
expression, suggesting that the mechanism of action of 
JMV 1843 regarding food intake is similar to that 
described for ghrelin. In addition to orexigenic effects, 
both NPY and AgRP also decrease thermogenesis via the 
reduction of UCP1 production in BAT (Billington et al. 
1994, Small et al. 2001). Therefore, it is plausible to 
hypothesize that the effects JMV 1843 on UCP1 mRNA 
expression in BAT could be mediated by the stimulation of 
hypothalamic NPY/AgRP neurons. 
Ten days treatment with JMV 1843 moderately 
but non-significantly increased the white adipose tissue 
content and circulating leptin level. These results are in 
agreement with previous observations suggesting that 
ghrelin-induced weight gain of the whole body might be 
primarily induced by an increase in adiposity, while the 
weight of muscle mass and other organs remains 
unaffected (Tsubone et al. 2005). This conclusion is 
further supported by our finding that JMV 1843 had no 
effect on myogenesis markers and significantly decreased 
myogenin mRNA levels, indicating that the treatment did 
not affect muscle mass. However, results of mRNA 
expression analysis of fat metabolism genes did not 
confirm significant increase in adipogenesis. 
Nevertheless, neither adipose tissue nor muscle mass was 
decreased and orexigenic mechanisms were activated, 
which seems to be most important for potential use of the 
compound for the treatment of cachexia. 
The above mentioned effects were in animals 
treated with 20 mg/kg of b.w./day dose of JMV 1843 
accompanied by significantly increased blood glucose 
levels, which were not observed at the dose of 10 mg/kg 
of b.w./day. On the other hand, neither of the doses of 
JMV 1843 affected the serum concentrations of insulin, 
adiponectin and IGF-1, suggesting no deleterious effects 
on insulin sensitivity. These results are consistent with 
those of previous studies that examined the effects of the 
chronic administration of ghrelin (Kamegai et al. 2001, 




In conclusion, we have shown that JMV 1843 
has prolonged stability compared with ghrelin and 
increases food intake and body weight in lean mice 
through the activation of the hypothalamic mRNA 
expression of NPY and AgRP and significant decrease in 
UCP1 expression in brown adipose tissue pointing to a 
decreased energy expenditure. Our data suggest the 
hypothesis that JMV 1843 may have beneficial effects on 
malnutrition and cachexia induced by chronically 
decreased food intake. Furthermore, it can be 
hypothesized that the effect of JMV 1843 could be even 
more pronounced under the conditions of chronic 
cachexia, which will be the subject of future 
investigations by our group. 
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46a b s t r a c t
The only peripherally released orexigenic hormone, ghrelin, plays a key role in food intake and body
weight regulation. Antagonizing the ghrelin receptor, GHS-R1a, represents a promising approach for
anti-obesity therapy. In our study, two novel GHS-R1a antagonists JMV4208 and JMV3002, which are tri-
substituted 1,2,4-triazoles, decreased food intake in fasted lean mice in a dose-dependent manner, with
ED50 values of 5.25 and 2.05 mg/kg, respectively. Both compounds were stable in mouse blood, with half-
lives of 90 min (JMV4208) and 60 min (JMV3002), and disappeared from the blood 8 h after administra-
tion. Fourteen days of treatment with the ghrelin antagonists (20 mg/kg twice a day) decreased food
intake, body weight and adipose tissue mass in mice with diet-induced obesity (DIO). These results are
likely attributable to an impact on food intake reduction and an attenuated expression of the lipogene-
sis-promoting enzymes (acetyl-CoA carboxylase 1 in subcutaneous fat and fatty acid synthase in subcu-
taneous and intraperitoneal fat). The decrease in fat mass negatively impacted circulating leptin levels.
These data suggest that JMV4208 and JMV3002 could be useful therapeutic agents for the treatment of
obesity.















Ghrelin, an endogenous ligand of the growth hormone secreta-
gogue receptor (GHS-R1a), is a linear 28-amino-acid peptide with
an n-octanoyl group on the Ser3 residue and is predominantly pro-
duced by the stomach (Kojima et al., 1999). Ghrelin is the only
known orexigenic hormone produced in the periphery (Nass
et al., 2011) and directly enhances both expression and secretion
of the orexigenic neuropeptides neuropeptide Y (NPY) and
agouti-related peptide (AgRP) in the arcuate nucleus of the hypo-
thalamus (Cowley et al., 2003; Kojima and Kangawa, 2005). Ghre-
lin promotes positive energy balance, serving as a short-term
hunger signal and a long-term adiposity signal (Nakazato et al.,
2001; Tschöp et al., 2000). It displays a strong growth hormone-




82many other physiological functions, including control of gastric
motility, energy expenditure, pancreatic endocrine functions, and
glucose metabolism (Muccioli et al., 2002).
Because of the wide spectrum of biological activities of ghrelin in
neuroendocrine and metabolic pathways, numerous synthetic
peptide and nonpeptide GHS-R1a ligands, acting as agonists, antag-
onists or inverse agonists, have been developed and tested (Moulin
et al., 2007b). Whereas ghrelin receptor agonists represent sub-
stances that could be beneficial for the treatment of cachexia and
food intake disorders (Akamizu and Kangawa, 2011; Maletínská
et al., 2012; Pirnik et al., 2011), antagonizing GHS-R1a could facili-
tate weight loss in patients with obesity (Nass et al., 2011).
Antagonizing GHS-R1a with the peptidic antagonist [D-Lys3]-
GHRP-6 caused a reduction of food intake and body weight gain
in lean, ob/ob (leptin-deficient) and DIO (diet-induced obesity)
mice. It also reduced food intake and body weight and improved
obesity-related metabolic abnormalities in ovariectomized mice
fed a high-fat diet, a model of postmenopausal obesity (Asakawa
et al., 2003; Maletínská et al., 2011). [D-Arg-1, D-Phe-5,




































































ACACA acetyl-CoA carboxylase 1
AgRP agouti-related peptide
AUC area under curve
b2m b2 microglobulin
BAT brown adipose tissue
b.w. body weight
Cmax maximal concentration of compound in blood
CPT-1a/1b carnitine palmitoyltransferase 1a/1b
DIO diet-induced obesity
ED50 median effective dose
FABP-4 fatty acid binding protein 4
FASN fatty acid synthase
GABA gamma-aminobutyric acid
GAPDH glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
GH growth hormone




IGF-1 insulin-like growth factor 1
IPAT intraperitoneal adipose tissue
LC-MS liquid chromatography-mass spectrometry
LPL lipoprotein lipase






SCAT subcutaneous adipose tissue
SREBP sterol regulatory element-binding protein
St-1 standard diet for mice
T1/2 half-life of the compound in blood
Tmax time at Cmax
UCP1 uncoupling protein 1
Fig. 1.
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(Petersen et al., 2009).
Several classes of small-molecule nonpeptide GHS-R1a antago-
nists have been described. 2,4-diaminopyrimidine derivatives
decreased food intake and body weight in rats after acute oral
administration (Serby et al., 2006). Piperidine-substituted quinaz-
olinone derivatives were shown to improve glucose-stimulated
insulin secretion, suppress appetite, and promote weight loss in
rats and DIO mice after oral administration (Esler et al., 2007;
Rudolph et al., 2007). Intraperitoneal administration of indolinone
derivatives significantly improved glucose tolerance in mice and
reduced food intake stimulated both by fasting conditions and by
centrally administered ghrelin in rats (Puleo et al., 2012).
Some more recently developed nonpeptide GHS-R1a antago-
nists based on a trisubstituted 1,2,4-triazole structure (Demange
et al., 2007; Moulin et al., 2007a; Moulin et al., 2008) suppressed
ghrelin-induced and fasting-induced food intake after acute central
administration in rats. These drugs also blocked the chronic effects
of ghrelin on fat accumulation and consecutive weight gain after
chronic central administration to rats (Salomé et al., 2009a,b). How-
ever, it was not clear whether the triazole-based GHS-R1a antago-
nists can lead to weight reduction after peripheral administration.
Therefore, in this study, we examined the acute effects of the
trisubstituted triazole derivatives, JMV4208 and JMV3002, on food
intake in lean mice. Furthermore, we studied the pharmacokinetics
of these compounds in mouse blood, as well as their effects on food
intake, body weight, metabolic parameters, and the expression of
enzymes involved in fat metabolism after 14 days of chronic
administration to mice with diet-induced obesity.
2. Materials and methods
2.1. Synthesis of GHS-R1a antagonists
JMV4208 and JMV3002 were synthesized at IBMM UMR5247,
Faculté de Pharmacie, Montpellier. The synthesis and in vitro phar-
macological characterization of the compounds was described pre-
viously by Moulin and colleagues (Moulin et al., 2008). The
structures of both drugs are shown in Fig. 1.
2.2. Experimental animals
All experiments followed ethical guidelines for animal experi-
ments and the Czech Republic law No. 246/1992 and werePlease cite this article in press as: Holubová, M., et al. Triazole GHS-R1a antago
pose tissue mass in mice. Molecular and Cellular Endocrinology (2014), http:/approved by the Committee for Experiments with Laboratory Ani-
mals of the Academy of Sciences of the Czech Republic.
Inbred C57BL/6 male mice (Charles River, Germany) were
housed at 23 C with a 12-h light/dark cycle (light period starting
at 6:00 a.m.). The animals had free access to water and a standard
rodent chow diet that contained 25%, 9% and 66% of calories from
protein, fat and carbohydrate, respectively (3.4 kcal/g; St-1, Mlýn
Kocanda, Jesenice, Czech Republic).2.3. Acute effects of GHS-R1a antagonists on food intake
At the age of 12–14 weeks, the mice were randomly divided
into experimental groups and were kept individually in separate
cages for one week. The night before the experiment, the mice
were fasted for 17 h with free access to water. At 8:00 a.m., the
mice were injected subcutaneously (s.c.) with 1, 5, 10 or 20 mg/
kg of body weight (b.w.) of JMV4208 or JMV3002 (dissolved in
50% polyethylene glycol 300 (PEG) in saline because of the limited
solubility of the drugs in water, at volume of 0.2 ml/mouse), or
with 0.2 ml of 50% PEG in saline (n = 6 mice per group). Food intake
was monitored for 5 h at 30-min intervals. The animals had free
access to water during the experiment.2.4. Acute effects of JMV3002 co-administered with ghrelin on food
intake
Fifteen-week-old mice were randomly divided into experimen-
tal groups of 5 animals and were kept individually in separate cages
for one week. At 8:00 a.m., the fed mice were s.c. injected with
0.2 ml of saline, ghrelin, JMV3002, or JMV3002 co-administered
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23 June 2014(37.7 nmol ghrelin/mouse, 213 nmol JMV3002/mouse). Food intake
was monitored for 9 h at 30-min intervals. The animals had free
access to water during the experiment.
2.5. Measurement of in vivo pharmacokinetics in the blood serum
The measurement of in vivo pharmacokinetics was performed
as previously described (Holubová et al., 2013). Fifteen-week-old
mice were s.c. injected with 0.2 ml of JMV4208 or JMV3002 dis-
solved in 50% PEG in saline at a dose of 5 mg/kg of b.w. (n = 3 mice
per group). Blood was collected at 30, 60, 120, 240, and 480 min
post-injection, and the blood plasma was isolated and stored at
20 C. The analyzed compounds were extracted from the blood
plasma using an acetonitrile precipitation of proteins and then
analyzed using a liquid chromatography-mass spectrometry (LC-
MS) system. Chromatographic separation was performed in an
Eclipse Plus C18 column, with a column size of 2.1 mm  50 mm
ID, packed with 5 lm of sorbent. The system was equipped with
a guard column that was 2.1  12.5 mm ID and packed with the
same sorbent (Agilent, Santa Clara, CA, USA). The LC system con-
sisted of a binary pump, a vacuum degasser, an autosampler and
a temperature-controlled column compartment, all from the Agi-
lent 1200 LC series (Agilent, Santa Clara, CA, USA). The mass spec-
trometer API 3200 (Sciex, Concord, ON, Canada) was used as a
detector. Compound-specific MRM were measured. The internal
standard calibration method was used for quantification.
2.6. Effect of 14-day administration of GHS-R1a antagonists on food
intake and metabolic parameters in mice with high-fat diet-induced
obesity
From 8 weeks of age, C57BL/6 mice were supplied with a high-
fat (HF) diet for 12 weeks to induce obesity. The energy content of
the HF diet was 5.3 kcal/g, with 13%, 60%, and 27% of the calories
derived from protein, fat, and carbohydrate, respectively. The HF
diet consisted of 40% standard St-1 diet, 34% powdered cow-
milk-based human baby formula, 25% lard, and 1% corn starch w/
w (Kopecký et al., 1996). Mice were categorised to DIO-prone
and DIO-resistant groups with ad libitum access to HF diet
(Archer et al., 2003; Levin and Keesey, 1998; Levin and Dunn-
Meynell, 2002). Mice resistant to the HF diet (approximately 15%
of animals on the HF diet) were withdrawn from the experiment.
The average body weight of the mice used for the following exper-
iments was 47 g (the usual body weight of lean C57BL/6 male mice
of the same age is 25–30 g).
The mice were divided into seven groups of 10 animals and
placed into separate cages with free access to the HF diet and
water. At the age of 20 weeks, they were subjected to a 14-day food
intake experiment. Five groups were injected s.c. either with the
vehicle solution (50% PEG in saline; control group) or with
JMV4208 and JMV3002 dissolved in the vehicle, at a dose of 10
or 20 mg/kg of b.w. twice a day (at 8:00 a.m. and 6:00 p.m.). The
amount of the HF diet consumed and the weight of the mice were
monitored simultaneously. The remaining two groups served as
pair-fed controls to the animals treated with JMV4208 and
JMV3002 at a dose of 20 mg/kg of b.w.; every pair-fed group con-
sumed the same amount of the high-fat diet as did the group trea-
ted with the corresponding drug during the corresponding day of
the experiment.
At the end of the experiment, overnight-fasted mice were sacri-
ficed by decapitation at 8:00 a.m. The trunk blood was collected,
and the plasma was then separated and stored at 20 C. The intra-
peritoneal (omental) adipose tissue (IPAT), subcutaneous adipose
tissue (SCAT), brown adipose tissue (BAT), perirenal adipose tissue
and livers of all the mice were dissected. SCAT and BAT were dis-
sected completely, in case of IPAT only the omental fat pads andPlease cite this article in press as: Holubová, M., et al. Triazole GHS-R1a antago
pose tissue mass in mice. Molecular and Cellular Endocrinology (2014), http:/not the adipose tissue around the intestines were collected. Tissue
samples were weighed, flash-frozen in liquid nitrogen, and stored
at 70 C for later extraction of RNA. The degree of adiposity was
expressed as the fat-to-body weight ratio (ratio of the total adipose
tissue weight to the total body weight). The brains were dissected,
placed into isopentane at 15 to 20 C for one minute, frozen on
dry ice, and kept at 70 C until sectioning. Two hundred-microm-
eter-thick coronal sections were cut (starting 1.25 mm from the
bregma) using a cryostat, mounted on glass slides, and immersed
in absolute ethanol for 50 s. The medial basal hypothalamus
(including the median eminence, arcuate nuclei, ventromedial
nuclei, and dorsomedial nuclei) was immediately dissected with
a razor blade from a series of sections under a microscope. The tis-
sue was homogenized in RNA extraction lysis buffer, and kept at
70 C until RNA extraction.
2.7. Determination of hormonal and biochemical parameters
The plasma insulin and adiponectin concentrations were mea-
sured by RIA assays (Millipore, St. Charles, MI, USA and Linco
Research, St. Charles, MI, USA, respectively), and the leptin concen-
trations were determined by ELISA assay (Millipore, St. Charles, MI,
USA). The serum glucose levels were measured using a Glucocard
glucometer (Arkray, Kyoto, Japan). The serum triglyceride levels
were measured by quantitative enzymatic reaction (Sigma, St.
Louis, USA). All measurements were carried out according to the
protocols recommended by the manufacturers.
2.8. Determination of mRNA expression
Samples of adipose tissue (brown, subcutaneous, and abdomi-
nal plus gonadal) and liver were homogenized with a MagNA Lyser
Instrument using MagNA Lyser Green Beads (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Germany). The total RNA was extracted from
the homogenized samples with a MagNA Pure instrument using
a MagNA Pure Compact RNA Isolation (Tissue) kit (Roche Diagnos-
tics GmbH, Mannheim, Germany). The RNA concentration was
determined from the absorbance at 260 nm (BioPhotometer,
Eppendorf AG, Hamburg, Germany). For reverse transcription to
synthesize the first-strand cDNA, 0.25 lg of the total RNA was used
with random primers, following the manufactureŕs instructions in
the High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosys-
tems, Foster City, CA, USA). The following genes of interest were
selected for PCR identification: uncoupling protein 1 (UCP1) in
BAT; acetyl-CoA carboxylase 1 (ACACA), fatty acid synthase (FASN),
lipoprotein lipase (LPL), adiponectin, leptin, and fatty acid binding
protein 4 (FABP-4) in SCAT and IPAT; and ACACA, FASN, LPL, phos-
phoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK), sterol regulatory ele-
ment-binding protein (SREBP), and carnitine palmitoyltransferase
1a/1b (CPT-1a/1b) in liver. Amplification of the mRNA was per-
formed using an ABI PRISM 7500 instrument (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) with the TaqMan Universal PCR Master Mix,
NO AmpErase UNG, specific TaqMan Gene Expression Assays
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) and nuclease-free water
(Fermentas Life Science, Vilnius, Lithuania). The PCR amplifications
were performed at least in duplicate, in a total reaction volume of
25 ll, using standard conditions (50 C for 2 min, 95 C for 10 min,
followed by 40 cycles of 95 C for 15 s and 60 C for 1 min). The
expression of beta-2-microglobulin (B2 M) was used to compen-
sate for variations in input RNA amounts and in the efficiency of
the reverse transcription, and the modified formula 2DCt was used
to calculate the relative gene expression.
The total RNA from the medial basal hypothalamus was isolated
using the RNAqueous Micro Kit (Ambion, Austin, TX, USA). The
concentration of RNA was determined by measuring the absor-
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23 June 2014(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). The RNA samples
were reverse-transcribed to yield cDNA using a High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA). The quantitative PCR reactions were performed using
TaqMan Assays (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). A fluo-
rogenic probe for the control GAPDH gene was labeled with the VIC
reporter dye. Probes for the target genes, NPY, AgRP, and POMC
were labeled with the FAM reporter dye. The reactions were per-
formed using the TaqMan Universal Master Mix (Applied Biosys-
tems, Foster City, CA, USA). The samples were run in triplicate.
The thermal cycling was performed in accordance with the manu-
facturer’s protocol as follows: one initial setup step for 10 min at
95 C, followed by 40 cycles of 95 C for 15 s and 60 C for 1 min.
Data were collected using the CFX96 Real-Time System (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA). Input RNA amounts were calculated with a
multiple comparative method for the mRNAs of interest and GAP-
DH. The statistical analyses were performed using GenEx Ver. 5
software (MultiD Analyses AB, Goteborg, Sweden).
MIQE compliance of the RT-PCR method described in the man-
uscript is guaranteed by the material manufacturer (Applied Bio-
systems, Foster City, USA). Both of the housekeeping genes used
in the assays demonstrated invariant gene expression.Fig. 2.2.9. Statistical analysis
The data are presented as the means ± SEM for the number of
animals indicated in the figures and tables. They were analyzed
by either a two-way analysis of variance (ANOVA) followed by
the Bonferroni post hoc test, or a one-way ANOVA followed by
the Dunnett́s post hoc test or a t-test, as stated in the figure and
table legends, using the Graph-Pad Software (San Diego, CA,
USA). P < 0.05 was considered statistically significant. In the acute
food intake test, the ED50 value, the dose of the compound required
to obtain half of the response of the vehicle-treated group at the
time of the maximum response (45 min post-injection), was calcu-
lated using GraphPad software.3. Results
3.1. Acute effects of GHS-R1a antagonists on food intake
Both compounds decreased the fasting-induced food intake rel-
ative to controls; a significant effect was observed from a dose of
5 mg/kg of b.w. Food intake was reduced in a dose-dependent
manner. The ED50 was 2.05 mg/kg of b.w. for JMV3002 (Fig. 2A)
and 5.25 mg/kg of b.w. for JMV4208 (Fig. 2B).328Q3
329
330
Fig. 3.3.2. Antagonizing of the ghrelin-mediated increase in food intake with
JMV3002
Subcutaneously administered JMV3002 at a dose of 5 mg/kg of
b.w. suppressed the ghrelin-induced increase in food intake in
fed lean mice. Food intake after the co-administration of both com-
pounds at the same dose was comparable to the food intake of the
control group, whereas JMV3002 administered alone at 5 mg/kg of






3363.3. Pharmacokinetics of GHS-R1a antagonists in vivo
JMV4208 and JMV3002 reached their maximum blood concen-
tration 30 min after s.c. injection and disappeared from the blood
completely within 8 h, with a slow decline in the blood concentra-
tion from 2 to 8 h after administration. The half-life of JMV4208Please cite this article in press as: Holubová, M., et al. Triazole GHS-R1a antago
pose tissue mass in mice. Molecular and Cellular Endocrinology (2014), http:/was 90 min, and the half-life of JMV3002 was 60 min (Fig. 4 and
Table 1).
3.4. Effects of 14 days of GHS-R1a antagonists administration on food
intake, body weight, adiposity, and metabolic parameters in obese
(DIO) mice
Based on the results from the acute food intake experiment, a
dose of 10 mg/kg of b.w. which caused the most significant effect
was chosen for chronic administration of the GHS-R1a antagonists.
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23 June 2014b.w. was also included in the experiment. Fourteen days of treat-
ment with JMV4208 and JMV3002 at both doses significantly
decreased food intake in DIO mice compared with the controls
(Fig. 5A, B). Their mean body weights were reduced by 10% and
15% after their treatment with JMV4208 and JMV3002, respec-
tively, whereas that of the control group was reduced by approxi-
mately 4%. To examine the relative contribution of reduced food
intake to the observed weight loss, a group was included that
was pair-fed to the higher dose group (20 mg/kg of b.w.). The
weight loss of the pair-fed groups was less pronounced, but it
reached statistical significance by day 14 in the case of JMV3002
PF group when compared with the controls (Fig. 6A and B).Fig. 5.
Fig. 6.
Please cite this article in press as: Holubová, M., et al. Triazole GHS-R1a antago
pose tissue mass in mice. Molecular and Cellular Endocrinology (2014), http:/Both antagonists lowered the total adipose tissue mass by
decreasing subcutaneous and perirenal fat, while intraperitoneal
fat and brown fat were not affected. Additionally, both of the drugs
caused decreased liver mass (Table 2). The compounds also tended
to normalize the animalś insulin levels, although these results
were not statistically significant. Moreover, the circulating leptin
levels were reduced in proportion to the decrease in adipose tissue
mass, while the adiponectin levels were not affected. No significant
changes in the basal glucose levels were observed after the mice
were treated with the antagonists (Table 3).3.5. Changes in gene expression of markers of lipid metabolism and
UCP1 after 14 days of GHS-R1a antagonists administration in obese
(DIO) mice
Chronic administration of JMV4208 at a dose of 20 mg/kg of
b.w. significantly decreased the mRNA expression of acetyl-CoA
carboxylase 1 (Fig. 7A) and fatty acid synthase (Fig. 7B) in subcuta-
neous adipose tissue and mRNA expression of fatty acid synthase
in intraperitoneal adipose tissue (Fig. 7D). Chronic treatment with
JMV3002 caused a significant reduction in the gene expression of
fatty acid synthase in subcutaneous adipose tissue (Fig. 7B). The
decrease in mRNA expression of acetyl-CoA in intraperitoneal adi-
pose tissue was not statistically significant (Fig. 7C). Neither of the
antagonists affected leptin mRNA levels in intraperitoneal or sub-
cutaneous adipose tissue (data not shown). The expression of
acetyl-CoA carboxylase 1, carnitine palmitoyltransferase 1a/1b,
and phosphoenolpyruvate carboxykinase in the liver was not









































6 M. Holubová et al. / Molecular and Cellular Endocrinology xxx (2014) xxx–xxx
MCE 8830 No. of Pages 8, Model 5G
23 June 2014expression in brown adipose tissue was not significantly affected
by either JMV4208 or JMV3002 (data not shown).
3.6. Changes in the expression of food intake-regulating neuropeptides
in the medial basal hypothalamus after the 14-day GHS-R1a
antagonists administration in obese (DIO) mice
Chronic administration of JMV4208 and JMV3002 at a dose of
20 mg/kg of b.w. significantly decreased the expression of proopi-
omelanocortin (POMC) mRNA in the medial basal hypothalamus
(Fig. 8A). The reduced expression of neuropeptide Y (NPY) mRNA
(Fig. 8B) and agouti-related peptide (AgRP) mRNA (Fig. 8C) was
not statistically significant.
4. Discussion
Obesity and its associated health risks are drastically increasing
worldwide (Caballero, 2007), driving the demand for novel phar-
macological treatment methods. Blocking the actions of ghrelin
through GHS-R1a receptor antagonism is a promising approach
for anti-obesity therapy; thus, several synthetic GHS-R1aFig. 8.
Please cite this article in press as: Holubová, M., et al. Triazole GHS-R1a antago
pose tissue mass in mice. Molecular and Cellular Endocrinology (2014), http:/antagonists or inverse agonists have been developed and tested
(Chollet et al., 2009; Moulin et al., 2007b; Zhao and Liu, 2006).
Ghrelin antagonism or blocking also seems to be potentially bene-
ficial in some conditions associated with hyperphagia, e.g. Prader-
Willi syndrome, which is linked with elevated plasma ghrelin
levels (Cummings et al., 2002; Kobelt et al., 2006).
In this study, we tested two novel ghrelin antagonists that were
based on a trisubstituted triazole structure. We investigated their
acute impact on food intake in lean mice and their long-term
effects on food intake, body weight, and lipid metabolism in mice
with diet-induced obesity.
Previously described acute food intake experiments examined
intracerebroventricular administration of triazole-based GHS-R1a
antagonists in rats (Salomé et al., 2009a) and both intracerebroven-
tricular and intraperitoneal injection of [DLys3]-GHRP-6 in mice
(Asakawa et al., 2003). Similarly to the results of those experi-
ments, we showed that subcutaneously administered ghrelin
antagonists, JMV4208 and JMV3002, decreased fasting-induced
food intake in lean mice. JMV3002 suppressed food intake induced
by s.c. co-administered ghrelin in lean mice. This result is in accor-
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23 June 2014which have shown that acute administration of the compounds
suppressed food intake in fasted lean mice and eliminated the
stimulatory effect on feeding induced by peripheral injection of
ghrelin in lean mice (Esler et al., 2007; Rudolph et al., 2007).
The pharmacokinetics of JMV4208 and JMV3002 in mice
showed that after subcutaneous administration, both drugs
promptly entered the blood stream and reached a peak concentra-
tion within 30 min. Both GHS-R1a antagonists were completely
eliminated from the blood 8 h after administration, indicating their
relatively good stability in vivo, compared with the peptidic ghrelin
antagonist, [DLys3]-GHRP-6, which reached a zero concentration
130 min after administration in mice (Maletínská et al., 2011).
After two weeks of s.c. administration of JMV4208 and JMV3002
in mice with high-fat diet-induced obesity, cumulative food intake
and body weight decreased. However, the body weight of the con-
trol group receiving the vehicle injections was also slightly low-
ered, similar to our previous study (Maletínská et al., 2011), in
which a weight loss of approximately 3 g was observed after 7 days
of s.c. administration of saline. This result may have occurred
because the C57BL/6 DIO model is rather sensitive to the manipu-
lation and s.c. injection. Nevertheless, the decrease in body weight
induced by the GHS-R1a antagonists was significantly more pro-
nounced than the change observed in the control vehicle-injected
group.
The weight loss in the groups treated with the 20 mg/kg doses
of both antagonists was greater than that of the pair-fed groups.
Nevertheless, there was no significant difference between the
pair-fed groups and the groups treated with the corresponding
drug (except of days 12–14, JMV4208 PF group). We hypothesize
that this non-significant difference could be partially caused by
mechanisms others than food intake reduction and consecutive
adipose tissue reduction, e.g. enhanced energy expenditure. This
possibility is suggested by the mildly increased mRNA expression
of UCP-1 in brown adipose tissue (data not shown). UCP-1 regu-
lates energy expenditure via the production of heat (Clapham,
2011) and its expression is downregulated by ghrelin (Tsubone
et al., 2005).
The decrease in body weight after chronic treatment with the
GHS-R1a antagonists was due to a reduction in stored fat that
was followed by a decrease in circulating leptin levels. However,
neither the circulating adiponectin levels nor the adiponectin
mRNA expression in adipose tissue were affected. As the relative
leptin mRNA expression was not lowered in subcutaneous or vis-
ceral adipose tissue, we suggest that the attenuated leptin secre-
tion resulted from the decreased mass of adipose tissue.
Both GHS-R1a antagonists tended to lower insulin and glucose
levels in DIO mice, but the decrease was not statistically signifi-
cant. In contrast, orally administered quinazolinone-based GHS-
R1a antagonists were reported to improve glucose-induced insulin
secretion in DIO male mice (Esler et al., 2007; Rudolph et al., 2007).
[DLys3]-GHRP-6 attenuated both glucose and insulin levels in
ovariectomized DIO mice but not in those with intact ovaries
(Maletínská et al., 2011).
The JMV3002-induced decrease in liver weight of DIO mice was
likely due to a loss of accumulated fat. However, neither acetyl-CoA
carboxylase nor fatty acid synthase, enzymes that catalyze lipo-
genesis, nor carnitine palmitoytransferase, which catalyzes lipoly-
sis, were affected by the GHS-R1a antagonists at the mRNA level
(data not shown).
The GHS-R1a antagonists showed the most pronounced periph-
eral effects in adipose tissue, where they attenuated subcutaneous
and peritoneal fat mass, as well as the total fat mass. Analogously,
GHS-R1a-deficient mice have a lower body weight mainly due to
decreased adiposity (Zigman et al., 2005), and ghrelin administra-
tion conversely induces adiposity in rodents (Tschöp et al., 2000).
The decreased adipose tissue mass observed in this study was mostPlease cite this article in press as: Holubová, M., et al. Triazole GHS-R1a antago
pose tissue mass in mice. Molecular and Cellular Endocrinology (2014), http:/likely mediated by the lower gene expression of the lipogenic
enzymes acetyl-CoA carboxylase and fatty acid synthase. Con-
versely, an increase in adiposity induced by centrally administered
ghrelin was found to be mediated by an enhanced expression of
acetyl-CoA carboxylase and fatty acid synthase in white adipocytes
in a previous study. (Theander-Carrillo et al., 2006).
Briggs et al. (Briggs et al., 2010) suggested that obesity impairs
NPY/AgRP neuronal function in the arcuate nucleus (ARC), sup-
presses the neuroendocrine ghrelin axis, and causes central hypo-
thalamic ghrelin resistance in DIO mice. They also suggested that
DIO decreases the expression of AgRP and NPY mRNA and that cen-
trally administered ghrelin is unable to promote the expression of
these genes in mice with DIO. Analogously we can conclude from
this study that DIO mice may be resistant to the effects of
GHS-R1a antagonists at the level of NPY/AgRP mRNA expression.
In another article, Briggs and Andrews (Briggs and Andrews,
2011) suggested that in DIO mice, ghrelin does not presumably
inhibit POMC neurons via GABA inhibitory inputs from NPY/AgRP
neurons. This maintains the suppressive effect of the POMC pep-
tide, a-MSH, on food intake. The mechanisms causing NPY/AgRP
resistance to ghrelin may be related to hyperglycemia and hyper-
insulinemia associated with DIO. At DIO, POMC neurons are regu-
lated mainly by leptin. Body weight reduction causes drop in leptin
blood levels, which leads to the reduction of POMC expression.
The ghrelin receptor antagonists, JMV4802 and JMV3002,
induced a decrease in adipose tissue mass followed by a decline
in plasma leptin levels that could be linked to attenuated hypotha-
lamic expression of POMC mRNA. These results complement those
described by Perello et al. (2012), who found that GHS-R1a-defi-
cient mice retained sensitivity to the anorexigenic and body-
weight-lowering effects of exogenously administered leptin.5. Conclusion
In conclusion, we have demonstrated that the novel triazole
GHS-R1a antagonists JMV4208 and JMV3002 show relatively long
stability in mouse blood and attenuate food intake after a single
administration in lean mice. In mice with diet induced obesity,
both compounds decreased food intake and body weight. The
GHS-R1a antagonists decreased the amount of adipose tissue by
lowering the gene expression of lipogenic enzymes. This decrease
in adipose tissue yielded lower leptin levels. The anorexigenic
effect of the compounds could be potentially beneficial in anti-
obesity therapy or in therapy of other conditions associated with
hyperphagia.Declaration of interest
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